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5.4.2.*Análisis* de*la*penetración* y* supervivencia*de* los*mutantes*en*
macrófagos*J774.A1
5.5.*Análisis*de*la*virulencia*en*modelo*murino










6.4.2.* Infección* experimental* y* evaluación* de* la* colonización*
esplénica























































































El( género (Brucella (fue(descrito (por( primera( vez(por( Meyer( y (Shaw( en( 1920((Meyer( &(
Shaw,(1920;(Corbel(&( Brinley[Morgan,( 1984)( y(debe(su( nombre(al( médico(militar(David(




aerobios(y (algunas(especies((como(B.!ovis)(requieren(una( atmósfera( con(un(5[10(%(de(CO2(
para( su( crecimiento.( Su( temperatura( óptima( de(crecimiento(es(de(36[38(ºC,(pero(pueden(
crecer(en( un( intervalo(de(entre(20(y(40(ºC.(El( genoma( de(las( especies(del( género (Brucella(
presenta( un( porcentaje(Guanina[Citosina( del( 58(–(59(%( y,( excepto(B.! suis( biovar( 3,( está(
organizado(en(dos(cromosomas(con(un(tamaño(aproximado(de(2,2(Mb((Cromosoma(I)(y(1,1(
Mb((Cromosoma(II)((Cloeckaert(&(Vizcaíno,(2005).
Los(microorganismos(del( género(Brucella (son( parásitos(intracelulares( facultativos( que(
infectan(una( gran( variedad( de(mamíferos,( produciendo(aborto(epizoótico(en( animales( y(
una(enfermedad(febril(septicémica(en(el(hombre(denominada(brucelosis((también(fiebre(de(
Malta( o( fiebre( ondulante),( una( de( las( zoonosis( de( mayor( distribución( e( importancia(
mundial.
El( género ( Brucella ( pertenece( a( la( familia( Brucellaceae,( incluida( dentro ( del( orden(
Rhizobiales,( clase( Alphaproteobacteria ( (Scholz( et! al.,( 2012).( Esta( clase( es( una( de( las( más(
grandes(y(con(los(grupos(mas(diversos(dentro(del(filo(Proteobacteria.(Entre(sus(miembros(se(
incluyen(patógenos(y (simbiontes(de(plantas,(como(Agrobacterium(y(Rhizobium,(y(patógenos(
de( animales,( como( Bartonella ( y( Ricke<sia.( En( la( familia( Brucellaceae,( se( reconocen(
actualmente( siete( géneros:( Brucella,( Crabtreella,( Daeguia,( Mycoplana,( Ochrobactrum,(
Paenochrobactrum(y (Pseudochrobactrum((Scholz(et! al.,(2012).(De(ellos,(el(género(más(cercano(




1920).( En( 1929( se( añadió ( B.! suis( (Huddleson,( 1929),( patógeno( de( ganado( porcino,( y(
posteriormente(B.!ovis( (Buddle,(1956),(patógeno(de(ganado(ovino,(B.!neotomae( (Stoenner(&(
Lackman,(1957),(aislado(de(una( rata(del(desierto (y(B.!canis(en(1968((Carmichael(&(Bruner,(
1968),( patógeno(de(perros.( Esta( clasificación( se( basaba( esencialmente( en( el( hospedador(




género( estaba( formado(por( una( única( especie,( B.! melitensis,( y( diferentes( biovariedades(




el(Comité(de(Taxonomía(de(Brucella (propuso(volver(a( la( antigua(clasificación((Osterman(&(
Moriyón,( 2006).( Después,( el( género(Brucella (permaneció( inamovible( hasta( el( año( 2007,(




La( clasificación( de( estas( nuevas( especies( se( basó,( además( de( en( la( preferencia( de(
hospedador( y( en( las( pruebas( fenotípicas( clásicas( [( actividad( ureasa,( crecimiento( en(
presencia( de(colorantes( tionina( y( fucsina,( susceptibilidad( a( bacteriófagos(y(aglutinación(
con( sueros( monoespecíficos( [( en( métodos(moleculares( de(análisis(del( polimorfismo(del(
ADN.( Este( enfoque( múltiple( se( ha( propuesto( como( método( estandarizado( para( la(
clasificación(de(nuevas(especies(de(Brucella((Tindall(et!al.,(2010).
Cada( especie( del( género( Brucella ( presenta( una( marcada( preferencia( de( hospedador(
(hospedador( primario),( aunque( también( pueden( infectar( a( otros( hospedadores(
(hospedador( secundario)( y( se( han( aislado ( cepas( de( Brucella( spp.( tanto( en( animales(
domésticos( como( en( animales( de( la( fauna( silvestre( (bisontes,( ciervos,( zorros,( liebres,(
búfalos( africanos,( jabalíes( y ( caribúes)( (Davis( &( Elzer,( 2002;( Godfroid( et! al.,( 2013).(Así,(
aunque(el(hombre(no(es(un(hospedador(primario,(la(mayoría(de(las(especies((menos(B.!ovis,(
B.!neotomae( y(B.!microti)( se(han( aislado(de(humanos.( Sin( embargo,( no (todas( las(especies(
presentan(la(misma(virulencia(y(facilidad(de(transmisión((Moreno (&(Moriyón,(2002)(siendo(
B.! melitensis( la( más( frecuentemente( aislada( y( la( que(provoca( las( infecciones( de(mayor(
gravedad( en(humanos.(La( brucelosis(humana,(se(caracteriza(por( la(aparición(de(episodios(
recurrentes( de( fiebre,( escalofríos,( sudoración,( pérdida( de( peso,( cefalea,( artralgias,(
esplenomegalia(y(linfadenopatías((Corbel,(1990;(Dornand( et! al.,(2002),(y(raramente(causa( la(
muerte.(Dicha(enfermedad(se(suele (contraer(por(contacto (directo(con(el(animal(infectado(o(
a(través(de(la(ingesta(de(alimentos(contaminados,(como(leche(o(queso(sin(pasteurizar.
En( animales,( la( brucelosis( afecta( principalmente (al( aparato(reproductor( de(machos( y(
hembras,(provocando(aborto (y(problemas(de(fertilidad(por( lo(que(causa(grandes(pérdidas(
económicas( dentro (del( sector( ganadero( dedicado( a( la( explotación( del( ganado( bovino,(
ovino,(porcino(o (caprino.(Entre(las(medidas(de(prevención(y(control(de(la(brucelosis(animal(
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se(encuentra( la(vacunación( cuando(la( prevalencia( es(alta( para( reducir( la( tasa(de(infección(
en( los(rebaños((WHO,( 2006).( Las( vacunas( empleadas( a( día( de(hoy(son,( para( el( ganado(
bovino(las(cepas(vivas(atenuadas(B.!abortus(S19(y(B.!abortus(RB51((Nicolevi,(1990;(Schurig (et!
al.,(1991;(Schurig(et! al.,(2002)(y,(para( el( ganado (ovino(y(caprino(la(cepa(B.!melitensis( Rev1(
(Blasco,(1997;(Schurig (et! al.,(2002).(Estas(vacunas,(a(pesar(de(ser(eficientes,(presentan(varios(
inconvenientes(tales(como,(riesgo(de(abortos,(interferencia(en(el(diagnóstico (de(la(infección(
(en( el( caso(de( las( cepas( vacunales( lisas)( y/o (riesgo (de( infección( para( el( hombre( en( su(




y(funcional(entre(el( interior(de(la( célula( y(su(entorno,(además(de(ser(la(primera( estructura(
que(entra(en(contacto(con(el(hospedador(y(sus(mecanismos(de(defensa.
La(ME(de(Brucella !(Figura*1),(como(la(ME(de(la( típica(bacteria(Gram(negativa((Kamio (&(
Nikaido,(1976),(es(una(bicapa( lipídica(asimétrica(que(está(constituida(por(fosfolípidos((PL),(
lipopolisacárido( (LPS)( y ( proteínas( de( ME( (PME).( Sin( embargo,( cómo( se( expone( a(
continuación,(presenta(unas(características(peculiares(que(la(diferencian(de(la(ME(presente(







































































y' modificado' de' Vizcaíno' &' Cloeckaert,' 2012.' CβGs;" β1,2" glucanos"
cíclicos,"LP;" lipoproteínas,"NH;" haptenos" nativos,"OL;" lípido" de" ornitina,"
PL;" fosfolípidos," PG;" peptidoglucano," RKLPS;" lipopolisacárido" en" fase"
rugosa," SKLPS;" lipopolisacárido" en" fase" lisa," T4SS;" sistema" de" secreción"
tipo"IV,"VLCFA;"ácido"graso"de"cadena"muy"larga.@
2.1.*Fosfolípidos*
Los( PLs( son( lípidos( iónicos( polares( compuestos( de( 1,2[diacilglicerol( y( un( enlace(
fosfodiéster( que(une(el( esqueleto (del( glicerol( a( alguna( base,( generalmente(nitrogenada,(
como(la( colina( o(la( etanolamina.(La(composición( de(PLs(de(la(ME(de(Brucella (no(ha(sido(
determinada(específicamente(pero,(en(B.!melitensis(y (B.!abortus,(el(análisis(de(células(enteras(
reveló( que( los( principales( PLs( en( estas( dos( especies( son( fosfatidilcolina,(
fosfatidiletanolamina,(difosfatidilglicerol(y(fosfatidilglicerol( (Vizcaíno(&(Cloeckaert,(2012).(
La( fosfatidilcolina( es( un( PL( mayoritario ( en( células( eucariotas( y ( poco( frecuente ( en(
procariotas,(aunque(cada(vez(se(detecta(en(un(mayor(número (de(bacterias,(principalmente(
las(que(mantienen(una(asociación(simbionte(o(parásita(con(células(eucariotas((Sohlenkamp(
et! al.,( 2003;(Aktas(et! al.,(2010),(que(proporciona(más(estabilidad( a( la( bicapa( lipídica( de(las(
membranas( bacterianas( (Goldfine,( 1984).( En( B.! abortus( se( ha( demostrado( que( tanto( la(
síntesis(de (fosfatidilcolina((Comerci(et!al.,(2006;(Conde[Álvarez(et!al.,(2006)(como(la(síntesis(
de(fosfatidiletanolamina( (Bukata( et! al.,(2008),( son(necesarias(para( que(la( bacteria(muestre(
una(correcta(virulencia.
Además,(la(ME(de(Brucella(difiere(de(la(ME(de(la(mayoría(de(los(patógenos(animales(por(
tener(lípidos(de(ornitina.(Estos,(normalmente(co[extraídos(con( el( LPS,(se(piensa( que(están(
localizados(en(la(capa(externa(de(la(ME(y(que,(con(su(carga(positiva,(podrían(neutralizar( la(
baja( cantidad( de( grupos( aniónicos( del( lípido( A( (Moriyón( &( López[Goñi,( 1998).( Sin(
embargo,(cabe(destacar(que,(Palacios[Claves(et!al.(en(2011(demostraron(que(estos(lípidos(de(
ornitina,(a(pesar(de(ser( cuantitativamente(importantes(en(la(composición(de(la(ME,(no(son(
elementos( imprescindibles( ni( para( la( virulencia( de( B.! abortus( ni( para( desencadenar( la(
respuesta(inmune(innata(en(el(hospedador((Palacios[Chaves(et!al.,(2011).
2.2.*Lipopolisacárido
El( LPS( es( uno( de( los( constituyentes( mayoritarios( de( la( ME( de( Brucella( y( presenta(
propiedades( que( lo( diferencian( del( LPS( de( otras( bacterias( Gram( negativas,( como( las(
enterobacterias.( Entre( estas( propiedades( destacan( una( baja( endotoxicidad,( una( alta(
resistencia( a(la(degradación(por(macrófagos(y(protección(frente(a( la( respuesta( inmune(del(
hospedador( (Moreno(et! al.,(1981;(Forestier( et! al.,(2000;(Lapaque(et! al.,(2005;(Cardoso(et! al.,(
2006).
La( molécula( de( LPS( está( formada( por( una( parte( glucolipídica( e( hidrofóbica,( el(






y ! B.! canis( son( especies( naturalmente ( rugosas( mientras( que( el( resto( de( especies( están(
constituidas(mayoritariamente(por(cepas(lisas((Vizcaíno(&(Cloeckaert,(2012).
El(lípido(A(del(LPS(del(género(Brucella (es(químicamente(diferente(al(de(la( típica(bacteria(
Gram( negativa( y( está( formado( por( un( esqueleto( disacárido ( de( diaminoglucosa( [2,3[
diamino[2,3[didesoxi[D[glucosa( unidos( mediante( enlace( β( (1[6)].( Este( disacárido( existe(
tanto(mono(como(bifosforilado(en( las(posiciones(1’(ó(1’(+(4,’(respectivamente ((Rojas(et! al.,(
1994;( Iriarte(et! al.,(2005).(Por( otra( parte,( a( este (esqueleto(se(encuentran(unidos,(mediante(
enlaces(éster(y(amida,(β[hidroxiácidos([3[OH[C12:0(hasta(ácidos(grasos(de(cadena(muy(larga(
(VLCFAs;!Very!Long!Chain!Fa<y!Acid)(como(27[OH[C28:0(ó(29[OH[C30:0](y(otros(ácidos(grasos(
de(cadena(larga((C16:0( a(C18:0)((Moreno(et! al.,(1990;(Bhat(et!al.,(1991)(que(tienen( la( capacidad(
de(atravesar( la(ME(mostrando(el( grupo(hidroxilo(terminal( en( el( espacio(periplásmico,(lo(
cual(probablemente(favorece(el( fuerte(anclaje (del(LPS(y(la(integridad(de(la(ME((Velasco(et!
al.,(2000;( Iriarte(et! al.,(2005;(Barquero[Calvo(et! al.,(2009).(A(diferencia( de(lo (que(sucede(en(
otras( bacterias(Gram( negativas,(hasta( el( momento(no (se(ha( detectado (ni( etanolamina( ni(
otros(azúcares(neutros(formando(parte(de(la(composición(del(lípido(A(de(Brucella((Moreno(
et! al.,( 1990;( Freer( et! al.,( 1995).( En( las( enterobacterias,( el( grado( de( heterogeneidad( que(
presenta( el( lípido(A(es(mayor(debido(a( las(diferentes(combinaciones(en(las(que(se(pueden(
vincular( los(ácidos(grasos,(los(grupos(fosfato,( los(azúcares(neutros,(la( etanolamina( y(los(
diferentes(tipos(de(azúcares(que(conforman( la(molécula.(En(cambio,(en(el(género(Brucella,(
existen( menos(variantes( de( lípido (A(ya( que( la( heterogeneidad( que( presenta( deriva( del(
número(de(ácidos(grasos(unidos(y(de(las(posibles(diferencias(que(puedan(existir(entre(ellos(
debidas(prácticamente(a( la(presencia(de(1(ó(2(grupos(fosfato (en(las(posiciones(1’(y(4’((Freer(
et! al.,( 1995;( Iriarte(et! al.,( 2005;( Cardoso(et! al.,( 2006).( El( lípido(A(de( la( especie (B.! abortus,(
aunque( es( químicamente( diferente( al( de( bacterias( Gram( negativas( clásicas,( posee( una(
estructura( que( está( presente( también( en( algunos( géneros( de( las( α[2( proteobacterias(
relacionados( filogenéticamente( con( Brucella( spp.,( como( por( ejemplo,( Ochrobactrum( y(
Mesorhizobim((Moreno(et!al.,(1990).
El( núcleo( oligosacarídico( del( LPS (de(B.! abortus( está( constituido(por( ácido( 2[ceto[3[
desoxioctulosónico( (KDO;( 2GketoG3deoxyoctulosonic! acid),( 2[amino[2[desoxiglucosa(
(glucosamina),(2[amino[2,6[didesoxi[D[glucosa((quinovosamina),(glucosa(y(manosa.(No(se(
han(observado(en(su( estructura( otros(componentes(comúnmente(encontrados(en( el(núcleo(
de(otras(α[proteobacterias,(como(heptosa,(fosfatos(o(ácido(galacturónico((Iriarte(et!al.,(2005).
Las( cadenas(polisacarídicas(O,( ligadas( al( núcleo(y(proyectadas( hacia( el( exterior( de(la(
bacteria( en( las( cepas( lisas( de( Brucella,( son( homopolímeros( sin( ramificaciones( de( N[
formilperosamina( (4,6( dideoxi[4[formamido[α[D[manopiranosa)( en( uniones( α(1[2)( o(
Introducción**5
α(1[3).( La( proporción( de( enlaces(α(1[2)( y (α(1[3)( entre( los( residuos( de(perosamina( varía(
dependiendo ( de( la( especie( y( cepa( de( Brucella,( y( diversos( estudios( con( anticuerpos(
monoclonales( han( demostrado( que( esta( variabilidad( en( las( uniones( genera( tres( tipos(
básicos(de(epítopos(específicos(del(género(Brucella ((el(epítopo(A,(el(epítopo(M(y(el(epítopo(
C( o( común),( y(un( cuarto(epítopo,( denominado(C/Y,( que(muestra( reacciones( serológicas(






1998;(Godfroid(et! al.,(1998;(McQuiston( et!al.,(1999;(Foulongne(et! al.,(2000;(Hong(et!al.,(2000;(
González( et! al.,( 2008;( Paixão(et! al.,( 2009;(Lacerda( et! al.,( 2010).( Sin( embargo,( las( especies(
naturalmente( rugosas(B.! ovis( y(B.! canis,( que(carecen( de( cadenas( polisacarídicas(O,( son(
virulentas( en( sus( hospedadores( preferentes( (carnero( y( perro,( respectivamente)( y( en(
modelos(de(experimentación(animal((Caro[Hernández(et! al.,(2007;(Silva(et! al.,(2011;(Barkha(
et! al.,( 2011;( Martín[Martín( et! al.,( 2012;( Palomares[Resendiz( et! al.,( 2012;( Vizcaíno( &(
Cloeckaert,(2012).
Además(del(LPS,(la(ME(de(las(estirpes(lisas(de(Brucella (contiene(otro (polisacárido(que(se(
denomina( hapteno( nativo.( Este( tiene( una( composición( idéntica( a( la( de( las( cadenas(
polisacarídicas( O( del( S[LPS( (Aragón( et! al.,( 1996)( y ( su( existencia,( como( molécula(
independiente,( ha( sido( cuestionada( durante ( algún( tiempo( ya( que( algunos( autores(
consideraban(que(esta(molécula(era(un(artefacto(del(protocolo(de(extracción(de(las(cadenas(
polisacarídicas(O(durante(la(hidrólisis(del(S[LPS ((Zygmunt(et!al.,(1988).(Sin(embargo,(otros(





clasificado( en( proteínas( mayoritarias( y( proteínas( minoritarias( (Vizcaíno( &( Cloeckaert,(
2012).
Dentro( de( las( PMEs( se( han( descrito ( como(mayoritarias( la( proteína( conocida( como(
Omp2b( con(actividad( porina( y(las(proteínas(Omp25(y (Omp31(de(la( familia( de(proteínas(
homólogas( Omp25/Omp31.( Estas( PME( mayoritarias( están( fuertemente( asociadas( al(
peptidoglucano((PG)(de(la(pared(celular,(lo(que(se (cree(que(es(una(de(las(características(que(
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proporciona( estabilidad( a( la( ME.( Entre( las( proteínas( minoritarias( se( encuentran,( entre(
otras,( el( resto( de( las( proteínas( de( la( familia( Omp25/Omp31,( las( lipoproteínas( Omp10,(
Omp16(y(Omp19(y(las(proteínas(que(componen( la( estructura( flagelar( y(la( estructura( del(
sistema(de(secreción(tipo(IV((Vizcaíno(&(Cloeckaert,(2012).
Por( reactividad( con( anticuerpos(monoclonales(se(ha(comprobado(que(muchas(de(estas(
PME( se( encuentran( expuestas( en( la( superficie (de( las( cepas( rugosas( del( género(Brucella,(
mientras( que(en( las( cepas( lisas,( las( cadenas( polisacarídicas(O( del( S[LPS(las( enmascaran(
(Cloeckaert(et!al.,(1990;(Bowden(et!al.,(1995a).
Por( su( interés( en( este( trabajo,( las( proteínas( de( la( familia( Omp25/Omp31,( las(






Brucella (tiene(un(reducida(carga(negativa,(por( lo (que,(se(cree(que(la( estabilidad( de(su(ME(









Además,( la( ME( dota( a( las( especies( de( Brucella ( de( unas( propiedades( particulares(




las(células( fagocíticas;(están( presentes(en( células(de(mamíferos( y(fluidos(corporales(y(se(
cree( que( juegan( un( papel( importante( en( la( defensa( del( hospedador( frente( al( patógeno(
(Jenssen( et! al.,( 2006).( La( polimixina( B( es( un( péptido( catiónico (que( ejerce( su( actividad(
antimicrobiana( al( permeabilizar( la( membrana( citoplasmática,( provocando( la( fuga( de(
componentes(citoplasmáticos,(tras(una(interacción( inicial( con( la(ME((Vaara,(1992).(Brucella(
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spp.(muestra( resistencia( a( este(compuesto,( característica( que(ha( sido (atribuida( tanto(a( la(
reducida( carga( negativa( de( su( ME,( ya( que( se( cree( que( la( interacción( entre( péptidos(
catiónicos(y(bacterias(Gram( negativas(ocurre(a( través(de(la( unión( con( componentes(de(la(








Las( distintas( especies( del( género( Brucella( también( muestran( resistencia( a( los(
componentes(del( suero(humano(no(inmune,(otro(mecanismo(de(defensa( del( hospedador(
frente( al( patógeno( cuando( éste( se( localiza( extracelularmente.( Varios( estudios( han(
considerado(que(las(cadenas(polisacarídicas(O(del(LPS(de(las(estirpes(lisas(son(importantes(
para( esta( resistencia(ya( que(los(mutantes(rugosos(de(B.!melitensis( y(B.!abortus,(que(carecen(
de(esta(cadenas,(son(mas(sensibles((Corbeil(et!al.,(1988;(Allen(et! al.,(1998;(Eisenschenk(et! al.,(
1999;( Fernandez[Prada( et! al.,( 2001;( González( et! al.,( 2008).( Sin( embargo,( las( cepas(
naturalmente(rugosas((B.!canis!y !B.!ovis),(que(también(carecen(de (cadenas(polisacarídicas(O,(
son( incluso(más(resistentes(al( suero(humano(no (inmune(que(algunas(cepas(lisas((Martín[





El( curso(de( la( infección( en( la( brucelosis( puede(dividirse(en( tres( fases,( cuya( duración(
puede(variar(dependiendo(del(hospedador((Martirosyan(et!al.,(2011;(Grilló(et!al.,(2011):
(i)(el( inicio*de*la* infección( (o(período (de(incubación)(corresponde(al( período (desde(que(
Brucella ( invade( al( hospedador( hasta( que,( en( este,( se( evidencian( los( primeros( síntomas(
clínicos.
(ii)(la( fase*aguda (corresponde(al(período(en(el(que(las(bacterias(se (replican(activamente(en(





En( hospedadores( naturales,( como( vacas,( ovejas( y( cabras,( se( ha( descrito( que,( tras( la(
infección( experimental( con( cepas( virulentas( de( Brucella ( spp.,( primero ( se( produce( la(





eliminar( la(bacteria( a( través(de(las(secreciones((Tobias(et! al.,(1993).(En( los(machos,(Brucella(
puede(invadir( los( testículos(y(causar( epididimitis(y(orquitis((Anderson( &(Cheville,(1986;(
Chand(et!al.,(2002).(
Los( ratones,( aunque(no (son( hospedadores( naturales( de(Brucella( spp.,( se( usan( como(
modelo(experimental.(En( ellos,(el(curso(de(la( brucelosis,(cuyos(principales(órganos(diana(
son(el(bazo(y(el(hígado,(depende(de(la(virulencia(de(la( cepa(bacteriana,(la(dosis(y(la(vía(de(
inoculación,( así( como(de( la( raza,( los( antecedentes( genéticos,( la( edad( y( el( sexo(de( los(
animales( (Grilló ( et! al.,( 2011).( Durante( el( curso( de( la( brucelosis(murina( el( recuento( de(
bacterias(en(el(bazo (proporciona(perfiles(de(colonización(altamente(reproducibles((Grilló (et!
al.,( 2011).( Así,( en( las( cepas( virulentas( el( inicio( de( la( infección( se ( corresponde( con( la(
colonización( del( bazo(durante( los( primeros( 2[3(días( p.i.,( la( fase( aguda( abarca( desde(el(
tercer(día(hasta(que(se(alcanzan( los(recuentos(esplénicos(máximos((2[3(semanas(p.i.),(en( la(
fase( crónica( constante( se( produce( una( meseta( en( los( recuentos( esplénicos( (hasta( las(
semanas( 8[11(p.i.),( y(en( la( fase( crónica( de(declive(los( recuentos(esplénicos( comienzan( a(
disminuir((puede(durar(mas(allá( de(36(semanas)((Plommet(&(Plommet,(1988).(Este(patrón(
es( sensible( a( pequeñas( variaciones( de( la( virulencia( lo ( que( hace( posible( evaluar( la(
atenuación(de(cepas(mutantes(frente(a(la(parental((Grilló(et!al.,(2011).
3.2.*Supervivencia*dentro*de*las*células*hospedadoras
Una( característica( destacable(de( las( especies(del( género (Brucella (es( la( capacidad( que(
presentan( para( entrar,( sobrevivir( y( multiplicarse( tanto( en( células( fagocíticas( no(
profesionales,( como( trofoblastos( de( la( placenta( (Meador( &( Deyoe,( 1989;( Samartino( &(
Enright,(1993)(y(células(epiteliales((Shepard,(1959;(Detilleux(et!al.,(1990;(Pizarro[Cerdá(et!al.,(
2000;( Ferrero (et! al.,( 2009),( como( en( células( fagocíticas( profesionales;( células( dendríticas(
(CDs)(y(macrófagos( (Roop( et! al.,( 2004;(Billard( et! al.,( 2005).(La( consecución( de(un( nicho(
replicativo(en( las(células(fagocíticas(le (va(a(proporcionar(protección(frente (al(complemento(
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y(a( los(anticuerpos(durante( su( diseminación( por( el( hospedador( y,( además,( la( capacidad(
para( mantenerse( durante( largos( periodos( de( tiempo( en( el( organismo( afectado,( con( la(





denominados( BCVs( (BCV;( BrucellaGContaining! Vacuole).( Dichas( vacuolas( interaccionan,(
durante( los( primeros(minutos( después(de(la( invasión,( con( endosomas( tempranos( (EEC;(
Early! Endosomal! Compartments)( de ( la( ruta( endocítica( adquiriendo( en( su( membrana( los(
marcadores(EEA1(y(Rab5((Pizarro[Cerdá(et! al.,(1998;(Chaves[Olarte(et!al.,(2002;(Celli(et! al.,(
2003;( Bargen( et! al.,( 2012).(A( continuación,( hasta( 12( horas( post[infección( (p.i.),( las( BCVs(






las(BCVs(interceptan( la( ruta( secretora( de(la( célula( mediante(interacción( con( dominios(de(
salida( especializados(del( retículo(endoplasmático((ERES;(Endoplasmic!Reticulum!Exit! Sites)(
(Celli( et! al.,(2003;(Celli( et! al.,(2005).(A(medida( que(disminuye( la( presencia( de(la( proteína(
Lamp[1,(las(BCVs(se (fusionan(con(el(retículo(endoplasmático((RE)(adquiriendo(marcadores(
de(este,(tales(como(calreticulina,(calnexina( y (sec61β((Pizarro[Cerdá( et! al.,(1998;(Celli(et! al.,(
2001;(Celli(et!al.,(2005).
La(fusión(con(el(RE(conduce(a(la(generación(de(un(orgánulo(con(condiciones(permisivas(
para( la( replicación( de(Brucella,( llamado(fagosoma( replicativo(o(BCV(replicativa( (Pizarro[
Cerdá( et! al.,(1998;(Celli( et!al.,(2003).(Se(ha(observado(que(esta( fusión(es(dependiente(de(la(
actividad(de(una(pequeña(GTPasa( (Sar1)(y(del(complejo(COPII( (Aridor( et! al.,(2001;(Celli(et!
al.,( 2005).( En( este( punto( de( la( ruta,( se( cree( que( la( supervivencia( de( la( bacteria( se ( ve(
favorecida(porque(se(generan(más(fagosomas(replicativos(debido(a(la(fisión(de(una(BCV(en(
dos(vacuolas(hijas,(mediada(por(un(aporte(membranoso(por(parte(del(RE((Celli,(2006).
Además( del( beneficio( obvio( que( obtiene( Brucella ( spp.( de( la( alteración( de( la( ruta(
endocítica( intracelular,( minimizando( la( fusión( de( la( vacuola( que( la( transporta( con(
lisosomas,( se( ha( observado( que( las( interacciones( que( realizan( las( BCVs( con( el( RE(
proporcionan( una( fuente(de(hierro(a( la( bacteria( que(provienen(de(la( degradación( de(los(
grupos(hemo(realizada(en( los(macrófagos.(De(esta( forma,(a(pesar( de(estar( sometida( a( un(
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f u e r t e( g r a d o ( d e( e s t r é s(
nutricional( durante( su( tránsito(
intracelular,( Bruce l la ( spp.(
satisface(sus(necesidades(de(este(
micronutriente,( el( cual( le( es(
esencial( para( llevar( a( cabo( la(
r e p l i c a c i ó n( d e n t r o( d e l(
macrófago((Roop(et!al.,(2009).
Por( otro( lado,( parece( que(
Brucel la ( spp.( es( capaz( de(
interferir( en( el( proceso( de(
apop to s i s( d e( l a s( c é l u l a s(
hospedadoras( (Galdiero ( et! al.,(
2 0 00 ;( G ro s s( e t! a l . ,( 2 0 00 ;(
Fernandez[Prada( et! al.,(2003;(Pei(
&(Ficht,( 2004).( Se(ha( observado(
que,(mientras(que( los( mutantes(
rugosos( obtenidos( a( partir( de(
cepas( lisas( tienen( un( efecto(
citotóxico( (Fernandez[Prada( et!
al.,(2003;(Pei(&(Ficht,(2004;(Pei(et!
al.,( 2006;( Qin( et! al.,( 2008),( las(
cepas( lisas( parentales,( así( como(
las( es t i rpes( natura lmente(
rugosas( B.! ovis( y(B.! canis( no( lo(
tienen( (Lamontagne( et! al.,( 2009;(
Martín[Martín( et! al.,( 2008).(Esto(
les( permite( adaptarse( a( los(
distintos( ambientes( que( se( van(
encontrando (en(el( interior(de(las(
células(sin(secretar(ninguna(sustancia(tóxica(para(la(célula(invadida(.







Figura& 2.& Esquema& de& la& ruta& endocítica& intracelular& seguida&
por&Brucella& en& las& células& fagocíticas& profesionales.&Una, vez,
que, la,bacteria,penetra, en, la, célula, fagocítica, se, localiza, en, las,
BCVs., Durante, su, tránsito, intracelular,, las, BCVs, sufren,
interacciones,con,diferentes, componentes, líticos,,acidificándose,
y, adquiriendo, en, sus,membranas,diversos,marcadores.,Dichos,
cambios,son, imprescindibles,para,que, las,BCVs,no,se, fusionen,
con,los,lisosomas,y,consigan,interceptar,la,ruta,de,secreción,de,
la, célula, a, través, de, los, dominios, ERES, del, RE., Esto, conduce,
finalmente, a, la, generación, de, la, denominada, BCV, replicativa,
















varios(receptores(para(el( reconocimiento (de(patógenos(como(son( los(receptores(de(lectina(
tipo(C(y (los( receptores(tipo(Toll( (TLRs;(TollGLike! Receptor).(Estos(receptores( reconocen( los(
patrones( moleculares( asociados( a( patógenos( (PAMPs;( PathogenGAssociated! Molecular!
Pa<ern).(Cuando (el( organismo(hospedador(detecta( los(PAMPs,( las(defensas( inmunitarias(
innatas(actúan( inmediatamente(produciendo(una( respuesta( pro[inflamatoria.( Durante( la(
respuesta( pro[inflamatoria,( la( célula( fagocítica( se( activa( y( sufre( importantes( cambios(
morfológicos( y ( bioquímicos,( entre( los( que( se( encuentra( la( secreción( de( citocinas( y( la(
expresión( de( moléculas( del( complejo ( mayor( de( histocompatibilidad( (MHC;( Major!
Histocompatibility!Complex)(clase(II.(Esta( activación(de(las(células(fagocíticas,(que(se(conoce(
como(maduración,(es(necesaria(para(desarrollar(una(correcta( respuesta( inmune(adaptativa(
que( permita( eliminar( al( patógeno.( Sin( embargo,( algunos( patógenos( muestran( PAMPs(
alterados( que(evitan( su( detección( por( las( defensas( innatas( del( hospedador.( Uno(de(los(
mejores(ejemplos(de(PAMP(alterado(es(el(LPS (de(Brucella (spp.(que,(al(contrario(que(el(LPS(
de(otras( bacterias( Gram( negativas( como(Salmonella (o(E.! coli,( es( un( débil( inductor( de( la(
inmunidad( innata( (Moreno(et! al.,( 1981;( Lapaque(et! al.,( 2005;( Barquero[Calvo(et! al.,(2007;(
Salcedo(et!al.,(2008;(Martirosyan(et!al.,(2011).
Como( se( ha( mencionado,( los( TLRs( reconocen( compuestos( específicos( de( los(
microorganismos(y(desencadenan( la( respuesta( inmune(innata.( Las( rutas( de(señalización(
TLR(se(originan(en(el(receptor(citoplasmático(Toll/IL1((TIR;(Toll/IL1(Receptor).(Este(receptor(
TIR( tiene( adaptadores( como ( MyD88,( TRIF,( TIRAP( y ( TRAM( que( juegan( un( papel(
importante(en( las( rutas(de( señalización.(Existen( más(de(10(TLRs,(pero(son( el( TLR2(y (el(
TLR4( los( que( reconocen( una( gran( variedad( de(productos( microbianos,( principalmente(
lipoproteínas(anfifílicas(y(glicolípidos,(y(el(más(importante,(el(LPS (de(las(bacterias(Gram(
negativas( (Takeda( et! al.,(2003).(El(resultado(de(este(reconocimiento(es( la( expresión(de(las(
moléculas( pro[inflamatorias( Factor( de( Necrosis( Tumoral( alpha( (TNFα;( Tumor! Necrosis!
Factor!alpha),(IL6(e(IL12,(importantes(para(que(se(desarrolle(una(respuesta( inmune(efectiva.(
El(MyD88( es(una( molécula( adaptadora( que(participa( en( todas( las( rutas( TLR( conocidas,(












curso (de(la( brucelosis(experimental( con(B.! abortus( no(se (ve(alterado((Campos(et! al.,(2003;(
Weiss( et! al.,( 2005;( Copin( et! al.,( 2007).( Sin( embargo,( otros( autores( han( descrito( a( las(
lipoproteínas( de(Brucella( como(potentes( estimuladores( de( la( secreción( de(citocinas( pro[
inflamatorias(a( través(del( receptor( TLR(2((Giambartolomei( et! al.,(2004).(Además,(algunos(
autores(han(descrito(que(B.!abortus!se(multiplica(más(en(ratones(KO(TLR(4((Campos(et! al.,(
2003;( Copin( et! al.,( 2007),( mientras( que( otros( no( han( encontrado( diferencias( en( la(
multiplicación(bacteriana(en(ratones(wild!type((WT)(frente(a( ratones(KO(TLR(4((Weiss(et! al.,(
2005).(En( cuanto(a( al( infección( por( B.!ovis( en( modelo(murino,( se(ha( observado(que(los(
receptores(TLR( 2(y(TLR( 4(no (son(necesarios(para( el( control( de(la( infección( (Vieira( et! al.,(
2012).
Respecto (al( receptor( TLR( 9( y (la( molécula( MyD88,( se( ha( demostrado(que( juegan( un(
importante( papel( durante ( la( fase( aguda( de( la( infección( por( B.! ovis( (día( 7( p.i.)( siendo(
requeridos( para( el( control( temprano(de( la( infección( (Vieira( et! al.,( 2012).( También( se (ha(
observado (que(juegan( un( importante(papel(en( el(control(de(la( infección( por(B.!abortus(en(
ratón((Weiss(et!al.,(2005;(Macedo(et!al.,(2008).(Además(B.!abortus(inactivada(por(calor,(induce(
la( liberación( de( IL12( por( CDs,( lo( cual( está( parcialmente(mediado(por( TLR( 9( y (MyD88(
(Huang(et!al.,(2005).
En( algunas( especies( de(Brucella (se(han( descrito(dos( proteínas(que(contienen( dominio(
TIR,(la(BtpA((también(llamada(Btp1(o(TcpB)((Salcedo (et( al.,(2008;(Cirl(et(al,(2008)(y (la(BtpB(
(Salcedo(et(al.,(2013),(capaces(de(inhibir(la(señalización(de(los(receptores(TLR(modulando(la(
respuesta(inflamatoria(del(hospedador(durante(la(infección.
En( contraste( con( otros( patógenos( intracelulares,( como( se( ha( mencionado,( las( cepas(
virulentas( del( género (Brucella (penetran( en( las(células(hospedadoras( (macrófagos,(CDs( o(
células( epiteliales)( sin( provocar( alteraciones( significativas( ni( daño(celular,( y( sin( inducir(
apenas(la(activación(de(dichas(células(hospedadoras((Barquero[Calvo(et! al.,(2007;(Guzmán[
Verri( et! al.,( 2001;( Anderson( &( Cheville,( 1986).( La( baja( activación( de( las( células(
hospedadoras(está(caracterizada(por(un(bajo(número (de(marcadores(celulares(MHC(clase(II(
y(una( baja( secreción( de( citocinas( pro[inflamatorias( (Salcedo( et! al.,( 2008)( lo( que( influye(
negativamente(en(la(presentación(de(antígenos(y(favorece(el(establecimiento(de(la(infección(
(Billard( et! al.,(2007;(Salcedo(et!al.,(2008).(Tras(la( infección( in!vitro(de(macrófagos(murinos(y(
CDs( con( Brucella ( spp.( se ( observa( una( mínima( secreción( de( citocinas( pro[inflamatorias(
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(Weiss(et! al.,(2005;(Salcedo(et!al.,(2008;(Martín[Martín(et!al.,(2010).(Además,(tras(la(infección(
con( B.! abortus( 2308,( en( el( suero( de( los( ratones,( se( observaron( niveles( prácticamente(
indetectables(de(IL1,(IL6(y(TNFα(si(se(comparan(con(los(niveles(observados(tras(la(infección(
con(Salmonella((Barquero[Calvo(et! al.,(2007).(El(hecho(de(que(Brucella (spp.( interfiera( en(el(
desarrollo(de(un( correcto(patrón( de(citocinas( durante(los(primeros(estadios(del( proceso(
infeccioso( desencadena,( por( un( lado,( que( la( respuesta( inmune( innata( no ( sea( lo(
suficientemente ( eficiente( y,( por( otro( lado,( que( la( respuesta( inmune( adaptativa( no ( se(
establezca( adecuadamente(ya( que(ésta( depende(de( las(primeras( señales(emitidas( por( el(
hospedador(tras(detectar(al(microorganismo(patógeno((Ko(&(Spliver,(2003).(
Además(de(esto,(en(el(inicio(de(la(infección(por(B.!abortus,(también(se(han(descrito (otros(
signos(asociados(a( la(evasión(de(la( respuesta( innata( como,(recuentos(normales(de(células(
sanguíneas(y (plaquetas,(falta(de(reclutamiento(de(células(pro[inflamatorias(en(el(sitio (de(la(
infección( (Barquero[Calvo( et! al.,( 2007;( Watanabe( et! al.,( 2008),( ausencia( de( síntesis( y(
degradación(de(fibrinógeno(y(coagulopatías((Barquero[Calvo(et!al.,(2007).






de( la( activación( de( macrófagos( mediante( IFNγ.( Además( inducen( la( producción( de(
inmunoglobulinas((Ig)(de(las(subclases(IgG2a,(IgG2b(e(IgG3( (Finkelman(et! al.,(1990;(Snapper(
&( Paul,( 1987;( Snapper( et! al.,( 1992).( Los( linfocitos( del( subtipo( Th2( son( generalmente(
considerados( responsables( de( la( inducción( y(el( mantenimiento(de(la( respuesta( inmune(
humoral( asociada( a( la( producción( de(anticuerpos( de(la( subclase(IgG1( (Finkelman( et! al.,(
1990)(y(segregan(principalmente(IL4,(IL5(e(IL10((Mosmann(et!al.,(1986)((Figura*3).(
En( la( brucelosis( murina,( las( citocinas( que( se( considera( que( juegan( un( papel( más(
relevante(son(la(IL12,(el(IFNγ(y(el(TNFα((Ko(&(Spliver,(2003).(La(IL12(es(producida,(entre(
otras( células(del( sistema( inmune,( por( los(macrófagos(y(polariza( la( respuesta( inmune(del(
hospedador( hacia( Th1.( Los( linfocitos( T( polarizados( a( Th1( producen( IFNγ,( un( potente(
inductor( de(la( actividad( bactericida( de(los(macrófagos(y(los(linfocitos(T(citotóxicos(CD8+.(
La(función(bactericida(de(los(macrófagos(puede(ser(maximizada(tratando(los(animales(con(
TNFα((Zhan(et!al.,(1993;(Zhan(&(Cheers,(1995;(Zhan(et!al.,(1996).(Tras(la(infección(de(ratones(
BALB/c(con(B.! abortus,(durante( la( primera( semana( de(la( fase(aguda,( se(detectan( niveles(
significativos(de(IFNγ( e(IL12(en(el( suero (de(los(animales.(Posteriormente,( estas( citocinas(
van( disminuyendo(progresivamente(hasta( que,(en( la( semana( 6(p.i.(aproximadamente,(se(
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detectan(niveles(basales((Fernández[Lago(et!al.,(1996;(Hort(et!al.,(2003;(Watanabe(et!al.,(2008;(
Cha( et! al.,( 2010).( Sin( embargo,( el( IFNγ( secretado( de( forma( endógena( por( las( células(
esplénicas,(alcanza(los(niveles(máximos(durante(las(dos(primeras(semanas(de(la(fase(aguda(
y,(posteriormente,(se(detecta( hasta( 8(semanas(después,( correspondiendo(a( la( fase(crónica(
(Pasquali( et! al.,( 2001;( Hort( et! al.,( 2003).( Estas( diferencias( entre( los( niveles( de( IFNγ(
detectados(en( suero(y (los( niveles(de( IFNγ( secretados(por( esplenocitos( sugieren( que(este(
podría( permanecer( como(reservorio(dentro (de( las(células(y(no(liberarse(a( la( circulación(
(Sathiyaseelan( et! al.,(2006).(Algunos(autores(han(descrito(en( ratones(BALB/c (un(paréntesis(
en( la( producción( de ( IFNγ( desde( la( semana( 3( p.i.( hasta( el( inicio ( de( la( fase( crónica(







en/relación/con/este/ trabajo./Tras%producirse%una% infección%por%Brucella% spp.,% se%desencadena%una%débil%
respuesta% inmune% innata%que% se%pone%de%manifiesto%por% la% baja% cantidad%de% citocinas%pro:inflamatorias%
secretadas% por% la% células% fagocíticas% (marrón).% Entre% estas% citocinas% destaca% la% producción% de% IL12,%
responsable%de%dirigir%al%sistema%inmune%hacia%una%respuesta%adaptativa%principalmente%celular%Th1%(azul)%
y% no% humoral% Th2% (morado)% y% el% TNFα.% Ya% en% la% respuesta% inmune% adaptativa,% destaca% el% IFNγ% que%



































la( inoculación( con( la( cepa( atenuada(B.! abortus( S19( que(después(de(la( inoculación( con( la(
cepa(virulenta(B.!abortus(2308((Hort( et!al.,(2003;(Cha(et! al.,(2010).(Parece(demostrado(que(la(
producción( de( IFNγ,( tras( la( infección( por( Brucella ( spp.( en( modelo( murino,( está(
principalmente(impulsada(por( los( linfocitos(CD4+((Hort( et! al.,( 2003;(Oliveira( et! al.,( 1996).(





ha( demostrado( que( tratando( a( ratones( con( IL1( recombinante( antes( de( la( infección( se(
reducen( los(recuentos(de(B.!abortus!en(el(bazo ((Zhan(et!al.,(1991).(Aunque(el(papel(de(la( IL(
pro[inflamatoria( IL1( durante(el( curso(de( la( brucelosis( murina( aún( se( desconoce,( se( ha(
especulado( que( dicho( papel( fuese( inducir( el( factor( de( estimulación( de( colonias( e(
incrementar(el(número(de(neutrófilos(y (macrófagos(en(el(bazo ((Doyle,(1992).(La(IL10(es(una(
citocina( inmunorreguladora( de( la( que( se( ha( sugerido( que,( al( actuar( sobre( las( células(
presentadoras( de( antígeno( tales( como( macrófagos,( puede( inhibir( el( desarrollo ( de(
respuestas(de(tipo (Th1.(Además(se(piensa(que(el(hospedador(utiliza(IL10(para(controlar(las(
respuestas( inmunitarias( potentes( frente( a( los(microorganismos(patógenos( con( el( fin( de(
limitar(el(daño(tisular((Saraiva(&(OÉGarra,(2010).(Tras(la( infección(de(ratones(con(B.!abortus,(
se(detectan(pequeñas(cantidades(de(IL10(durante(la(primera( semana(de(la( fase(aguda(que(
desaparecen( durante( la( fase(crónica( (Fernandes(&(Baldwin,( 1995;( Fernández[Lago(et! al.,(
1996;( Fernández[Lago( et! al.,( 2005).( También,( se( ha( visto (que( la( neutralización( de ( IL10(
reduce( la( colonización( bacteriana( durante( la( fase( aguda( de( la( infección( por( B.! abortus(
(Fernandes(&(Baldwin,(1995).(En( concordancia,(recientemente(se(ha( demostrado(que(tras(
inhibir( la( señalización( de(IL10,(el( ratón( muestra( una(mayor( capacidad( para( controlar( la(
infección(producida(por(B.!abortus(tanto(en(la( fase(aguda(como(en(la(fase(crónica( (Xavier(et!
al.,(2013).
En(modelo(murino(se(puede(determinar( la( naturaleza( de(la( respuesta( inmune(que(se(
está( generando( en( respuesta( a( la( infección( por( Brucella ( spp.( analizando( las( distintas(
subclases(de(IgG((Stevens(et!al.,(1995;(Fernández[Lago(et! al.,(1996;(Hort(et!al.,(2003)((High(et!
al.,(2007).(En(este(sentido,(se(ha(visto(que(transcurridas(dos(semanas(desde(que(se(produce(
la( infección( con( B.! abortus( comienzan( a( detectarse( anticuerpos( IgG( frente( al( S[LPS(
predominando(los(de(las(subclases( IgG3( e(IgG2a,(mientras(que(los(de(la( subclase(IgG1( no(
comienzan( a( detectarse( hasta( el( final( de( la( fase( aguda( (Fernández[Lago( et! al.,( 1996).(
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También(se(ha(observado(que(en(ratones(tanto (infectados(con(B.!abortus((Elzer(et!al.,(1994a)(
como( inmunizados( con( B.! abortus( inactivada( (Finkelman( et! al.,( 1988)( la( producción( de(
anticuerpos(IgG(específicos(frente(al(LPS(depende(de(la(producción(de(IFNγ(endógeno.
4.*Factores*de*virulencia*de*Brucella*de*interés*en*este*trabajo
En( comparación( con( otras( proteobacterias( patógenas( como (Salmonella (o(Neisseria,! las(
especies( del( género ! Brucella ( carecen( de( muchas( estructuras( clásicas( implicadas( en( la(
virulencia( como( los( pili,( las( fimbrias,( la( cápsula( o ( los( plásmidos.( Tampoco( se( han(
identificado(adhesinas,(enzimas(o(toxinas(que(actúen(sobre(los(tejidos(del(hospedador.(De(
ahí(que(gran(parte (de(la(investigación(sobre(Brucella(esté(dirigida(al(estudio (de(los(distintos(






Salhi( et! al.,(2003),(de(las( cuales(Omp25(y(Omp31(son(proteínas(mayoritarias(en( la(ME(de(
Brucella(spp.((Vizcaíno(&(Cloeckaert,(2012).
Las(PME(mayoritarias(de(la(ME(de(Brucella (spp.(se(identificaron(inicialmente (al(principio(
de(los(años(80(del(siglo(pasado(en( la( fracción( de(la( pared( celular(de(Brucella (insoluble(en(
dodecil( sulfato ( de( sodio ( (SDS[I)( (Dubray( &( Bézard,( 1980;( Dubray(&( Charriaut,( 1983).(
Entonces(se(observó(la(presencia( de(dos(proteínas(mayoritarias,(con(una(masa( molecular(
aparente(de(36[38(kDa(y(25[27(kDa,(fuertemente(asociadas(al(PG(de(la(pared(celular.(Estas(
proteínas(hoy(se (conocen( como(Omp2b,(con( actividad( porina,(y(Omp25,( respectivamente(
(Verstreate(et!al.,(1982;(Douglas(et! al.,(1984;(Ficht(et!al.,(1988;(Ficht(et!al.,(1989;(de(Wergifosse(
et! al.,(1995).(Más(adelante,( analizando(la( fracción(SDS[I( de(B.!melitensis,( se (identificó(una(
tercera( PME(mayoritaria( con( una( masa( aparente(de(31[34(kDa( (Cloeckaert( et! al.,( 1992a;(
Cloeckaert( et! al.,(1996)(que(en( la(actualidad( se(conoce(como(Omp31((Vizcaíno(et! al.,(1996).(
Posteriormente,( la( secuenciación( de( los( genomas( de(B.!melitensis( 16M((DelVecchio(et! al.,(





Todas( las( proteínas( de (la( familia( Omp25/Omp31(muestran( una( secuencia( señal( en( el(
extremo(amino(terminal( (N[terminal)(y (un( aminoácido(fenilalanina( en(el( extremo(carboxi(




et! al.,( 1997;(Vizcaíno(et! al.,( 1999;(Martín[Martín( et! al.,( 2009),( en( cuyo (genoma( existe(una(
deleción(de(25(kb((de(acuerdo(a(la(secuencia(de(B.!melitensis(16M)(que(afecta(al(gen(omp31(y(
a( otros( 22( hipotéticos( genes( (Vizcaíno( et! al.,( 2001a).( En( B.! ovis( existen( 9( sustituciones(
nucleotídicas(que(se(traducen(en(7(aminoácidos(diferentes(en(la(proteína(Omp31(de(B.!ovis(




La( proteína( Omp25(se(ha( detectado,(mediante(inmunotransferencia,(en( cepas( tipo(de(
todas(las(especies(del(género((Caro[Hernández(et!al.,(2007;(Martín[Martín(et!al.,(2009).(En(B.!
ovis( el(gen( que(la(codifica( porta( una( deleción( de(36(pb(en( la( región(terminal(3’(que(causa(
una(disminución(de(cerca(de(1(KDa(en( la(masa(molecular(aparente(de(la(proteína(Omp25(
de(B.!ovis((Cloeckaert(et!al.,(1996).(Esta(deleción(no(se(ha(observado(en(ninguna(otra(especie(
de(Brucella (y(por( tanto( se(considera( específica( de(B.! ovis! (Vizcaíno(et! al.,(2004).(Entre( la(
proteína( (truncada)(Omp25( de(B.! ovis( y (la( del( resto(de(especies(de(Brucella( se (observan(
diferencias( antigénicas( en( la( reactividad( con( anticuerpos( monoclonales( anti[Omp25(
(Cloeckaert(et!al.,(1996).






La( proteína( Omp25d( no ( se( ha( detectado( en( ninguna( especie( de( Brucella ( analizada(
(Guzmán[Verri(et! al.,( 2002;(Wagner( et! al.,(2002;(Connolly (et! al.,( 2006;(Eschenbrenner( et! al.,(
2006;( Lamontagne( et! al.,( 2007).( Esto( podría( deberse( a( un( mecanismo(de( control( post[
transcripcional( relacionado (con( el( proceso(de( traducción( o (con( el( reciclaje(de(proteínas(
(Martín[Martín(et! al.,(2009)(ya( que(el( gen(omp25d(se(encuentra(bastante(conservado,(no(se(
han( encontrado( defectos( en( su( secuencia,( posee( un( claro( sitio ( de( unión( al( ribosoma(
18!!Introducción
(Vizcaíno(et! al.,( 2004)(y (se(transcribe( en( todas( las(cepas(analizadas( (Martín[Martín( et! al.,(
2009).
La(proteína(Omp22(ha(podido(detectarse(mediante(inmunotransferencia,(en(B.!ovis(y(B.!
neotomae( (Martín[Martín(et!al.,(2009)(y (mediante (espectometría(de(masas(en(B.!abortus(2308(
(Guzmán[Verri(et!al.,(2002;(Connolly(et!al.,(2006).
En(B.!melitensis(se(ha(observado(una(deleción(de(232(pb(que(incluye(la(región(terminal(5’(
del( gen( omp31b( lo( que,( probablemente,( impide( la( síntesis(de( la( proteína( al( perderse( el(
codón(de(inicio(de(la(traducción( (Salhi(et! al.,(2003;(Vizcaíno(et! al.,(2004;(Lamontagne(et! al.,(
2007)( y( en( B.! ovis! y ! B.! canis! este( gen( presenta( un( codón( prematuro( de( parada( de( la(
traducción,( debido( a( una( sustitución( nucleotídica,( que( posiblemente( acorta( la( proteína(
codificada((Vizcaíno(et!al.,(2004).
El(gen( omp25b( es(el(más(heterogéneo(de(la( familia.(Por(un( lado,(no(se(encuentra( en(B.!




En( los( últimos( años( se ( han( llevado( a( cabo( varias( investigaciones( encaminadas( a(
dilucidar( la( influencia(de(las(proteínas(de(la( familia(Omp25/Omp31(en(la(virulencia(de(las(
especies(del(género(Brucella.
En(el(caso (de(Omp31(se(ha(demostrado(que(la(deleción(del(gen(omp31( en(B.!ovis(PA(no(
afecta(ni( a( la( capacidad( de(colonización(esplénica( de(la(bacteria(en(modelo(murino((Caro[
Hernández(et! al.,(2007)(ni(a( su(supervivencia(dentro (de(macrófagos,(aunque(la(ausencia(de(
esta( proteína( causa( un( descenso (de( la( capacidad( invasiva( de(B.! ovis( PA(en( macrófagos(





Existe( controversia( respecto( a( la( proteína( Omp25,( ya( que( algunos( autores( han(
demostrado (que(mutantes(de(cepas(de(B.!melitensis,!B.!abortus(y(B.!ovis(que(no(sintetizan( la(
proteína( están(atenuados(tanto(en( su( hospedador(primario (como(en( ratones((Edmonds(et!
al.,(2001;(Edmonds(et! al.,(2002b;(Edmonds(et!al.,(2002a),(mientras(que(en(nuestro(laboratorio(
se(ha( descartado (la( implicación( en( la( virulencia( de( esta( proteína( en( B.! ovis( PA( (Caro[
Hernández(et!al.,(2007;(Martín[Martín(et!al.,(2008)(y(Manterola(et!al.(también(han(descartado(
una(relación(entre(esta(proteína(y(la(virulencia(en(B.!abortus(2308((Manterola(et!al.,(2007).
Respecto (al( resto (de(proteínas( de( la( familia( Omp25/Omp31,( se( ha( demostrado( que,(
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mientras(que(la( ausencia(de(la(proteína(Omp25c (no (causa(ningún(defecto(en( la(virulencia(
de(B.!ovis(PA((Caro[Hernández(et!al.,(2007;(Martín[Martín(et!al.,(2008),(las(cepas(mutantes(de(
B.! ovis( PA( que( tienen( inactivados( los( genes( omp25d ( y( omp22( presentan( una( fuerte(
atenuación(de(la( virulencia( en( ratón((Caro[Hernández(et! al.,(2007).(Además,(muestran( un(
descenso( de( la( capacidad( invasiva( y( defectos( en( la( multiplicación( y( supervivencia(
intracelular(tanto(en(células(fagocíticas(profesionales(como(no(profesionales(por( lo(que(se(
ha( relacionado(la( presencia( de(estas(proteínas(con( el( establecimiento(y(desarrollo (de(un(




Brucella,( están( codificadas( en( los( genes( omp10,! omp16( y ! omp19( y( han( sido( detectadas(
mediante(inmunotransferencia(en(todas(las(especies(clásicas(del(género(Brucella ((Cloeckaert(
et! al.,(1990;(Tibor(et! al.,(1994;(Tibor(et! al.,(1996;(Tibor(et! al.,(1999).(Entre(las(distintas(especies(
de(Brucella!existe(un(bajo(polimorfismo(en(relación(a(estos(genes((Vizcaíno(et!al.,(2000).
La(secuencia(de(aminoácidos(de(Omp10,(Omp16,(y (Omp19(contiene(un( tetrapéptido(en(
su( extremo( N[terminal( que( muestra( un( alto ( grado ( de( similitud( con( la( secuencia( de(
consenso( requerida( para( la( modificación( y( procesamiento ( de( los( precursores( de(
lipoproteínas(bacterianas:(Leu[(Ala(or(Ser)[(Gly(or(Ala)[Cys(desde(la( posición( −3(hasta( +1(
(Tibor( et! al.,( 1999).( Además,( se( ha( demostrado( que( su( procesamiento ( es( inhibido( por(
globomiocina( y ( que( se( tiñen( por( el( ácido ( palmítico( (Tibor( et! al.,( 1999).( Todas( estas(
características(satisfacen( los(criterios(usados(para(definir(una(lipoproteína((Hayashi(&(Wu,(
1990).
La( proteína( Omp16( muestra( un( importante (grado(de( similitud( con( las( lipoproteínas(
asociadas( al( peptidoglicano( (PALs)( de( algunas( bacterias( Gram( negativas( como( las(
proteínas(PAL(de(E.!coli(K[12,(PAL(de(H.!influenzae(y(PplA(de(Legionella!pneumophila((Tibor(
et! al.,(1994).(Además,(la(parte(proteica( de(esta( lipoproteína,(ha( sido (identificada(como(un(
PAMP(capaz(de(activar(CDs(y (conferir(cierto(grado(de(protección( frente(a( la( infección(por(
B.! abortus( 544( en( ratón( (Pasquevich( et! al.,( 2010).( Otros( estudios( indican( que( las( partes(
lipídicas(tanto (de(Omp16( como(de(Omp19( podrían( tener( un( papel( en( el( progreso(de( la(
infección( ya( que(han( revelado(propiedades( inmunomoduladoras( (Giambartolomei( et! al.,(
2004;(Zwerdling(et!al.,(2008).(
En(relación(con(la(virulencia,(mutantes(de(B.!abortus(544(con(el(gen(omp10(y (el(gen(omp19(
inactivado,(están( atenuados( en(modelo (murino(mostrando (menor( colonización( esplénica(
que(la( cepa(parental( (Tibor( et! al.,(2002),( aunque,(al( contrario (que(la( lipoproteína( Omp19,(
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El( sistema( de( secreción( tipo( IV( (T4SS;( Type! IV! Secretion! System)( es( un( complejo(
multiproteico(que(forma(un(canal(que(atraviesa(la(envoltura(bacteriana(desde(el(citoplasma(




once( proteínas( (Figura* 4* B),( llamadas( VirB1[VirB11( y( VirD4,( que( se( disponen( de( la(
siguiente( manera:( VirB6[VirB10( interactúan( para( formar( un( canal( en( el( espacio(
periplásmico(que(atraviesa( las(dos(membranas(de(la( envuelta( celular;(por( encima(de(éste(
VirB2(y (VirB5(conforman( una( estructura( en( la( superficie(de(la( bacteria( mediante(la( cual,(
ésta(se(pone(en(contacto (con( la( célula( hospedadora;(y(hacia(el(citoplasma(de(la(bacteria(se(
sitúan(VirB4,(VirB11(y(VirD4,(que(actúan(como(NTPasas(que(aportan(energía(al(sistema(y(al(
proceso(de(secreción( (Schmidt[Eisenlohr( et! al.,( 1999;(Christie(et! al.,( 2005;(Atmakuri( et! al.,(
2004;(Fronzes(et!al.,(2009;(Chandran,(2013).(El(papel(menos(claro(lo(juega(VirB3(que(parece(
ser(una(proteína( de(membrana( interna(cuyo(extremo(C[terminal(reside(en(el( citoplasma( y(
que(participa( en( la( unión( de(VirB2(y(VirB5( (Yuan( et! al.,( 2005;(Mossey (et! al.,( 2010).( Por(
último,(VirB1(es(una( transglicosilasa(que(degrada(el(PG(de(la(pared(celular(e(interviene(en(
la(inserción(del(sistema(en(el(periplasma((Zupan(et!al.,(2007)(.
El(T4SS(del(género(Brucella(está( codificado(en( el( operón( virB!(conservado(en( todas( las(
cepas(del(género (secuenciadas)(y(está( formado(por(12(genes((desde(virB1( a(virB12)(que(se(








de( nutrientes( (Sieira( et! al.,( 2010;( Sieira( et! al.,( 2012).( Además,( se( han( descrito( como(





realiza( una( función( similar( a( la( que( lleva( a( cabo( el( de( L.! pneumophila,( que( consiste (en(
secretar(proteínas(efectoras(a( la(célula(hospedadora(que(alteran(el(tráfico (intracelular((Shin(
&(Roy,(2008).(En( los(últimos(años,(se(han(identificado(algunas(de (estas(proteínas(efectoras(
secretadas( por( el( T4SS (de(Brucella! spp.,( aunque(aún( se( continúa( estudiando(la( función(
biológica( de( las( mismas:( las( proteínas( VceA( y ( VceC( (de( Jong( et! al.,( 2008),( BPE123(
(Marchesini(et!al.,(2011),(RicA((de(Barsy(et!al.,(2011),(y(las(proteínas(BspA,(BspB,(BspC,(BspE(
y(BspF((Myeni(et!al.,(2013).
Además(de(estas(proteínas(efectoras(secretadas(a( través(de(T4SS,(se (han( identificado(
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Figura' 4.' Sistema' de' secreción' tipo' IV.' A.'
Regulación+ de+ la+ expresión+ génica+ del+ operón+
virB+ en+ el+ género+Brucella.+ Esquema+ tomado+ y+
modificado+ de+ Rambow<Larsen+ et+ al.,+ 2009+ y+
Arocena+et+ al.,+ 2010.+La+expresión+de+ los+genes+
virB+ se+ activa+ mediante+ diferentes+ sistemas+
reguladores+ (+)+ o+ reprime+ por+ C12<HSL+ (9)+ en+
respuesta+ a+ diferentes+ estímulos+ ambientales+
intracelulares.+ En+ línea+ discontinua+ se+
muestran+ funciones+o+mecanismos+que+no+han+
sido+identificados+hasta+el+momento.+B.'Modelo+
e s t ru c tu r a l+ h i po t é t i c o+ d e l+ T 4SS+ d e+
Agrobacterium+ tumefaciens.+ Esquema+ tomado+ y+
modificado+de+Christie,+2004.+ +Este+sistema+está+
compuesto+ por+ 11+ proteínas+ (VirB1<VirB11)+
codificadas+en+el+operón+virB+y+por+ la+proteína+
VirD4+codificada+en+el+operón+virD.+EP;+espacio+







funcional(para( el(establecimiento (de(la(infección((OÉCallaghan(et! al.,(1999;(Sieira(et! al.,(2000;(
Hanna( et!al.,(2011;(Sá(et!al.,(2012;(Martín[Martín(et! al.,(2012)(y(este(sistema(se (ha(implicado(
en( varios( procesos( relacionados( con( la( supervivencia( de( Brucella ( spp.( en( las( células(
hospedadoras.(Así,(se(ha(visto (que(las(BCVs(de (estirpes(lisas(de(B.!melitensis,(B!.abortus(y(B.!
suis( defectuosas( en( el( operón( virB( son( incapaces(de(promover( fusiones( con( el( RE( y,( en(
consecuencia,(estos(mutantes(son( incapaces(de(evitar(la(fusión(con(los(lisosomas((Comerci(
et! al.,( 2001;( Delrue( et! al.,( 2001;( Celli( et! al.,( 2003;( Starr( et! al.,( 2008)( y( son( degradados(
fácilmente( en( los( fagolisosomas( (Nijskens,( 2008).( También( se( ha( demostrado( que( una(
mutación(polar( en( el( operon( virB(de(la( cepa( rugosa( B.!ovis( PA(provoca( la( pérdida( de( la(




estar( involucrado(en( la( entrada(de(las(estirpes(lisas(de(Brucella (en( los(macrófagos(a( través(
de(los(dominios(lipídicos((Kim(et!al.,(2002;(Watarai(et!al.,(2002b).(Sin(embargo,(otros(autores(
han( comprobado(que(mutantes(de(Brucella (spp.(deficientes(en( el( sistema( virB( invaden( las(
células(con( la(misma(eficacia( que(las(cepas(virulentas((Celli( et!al.,(2003;(Fontes(et! al.,(2005;(
Martín[Martín(et!al.,(2012).
4.3.*Regulador*transcripcional*VjbR
El( QS(es( un( sistema( de(regulación,( dependiente(de( la( densidad( celular,( que( permite(
controlar(la(expresión(génica(en(respuesta(a(moléculas(señal((o(autoinductores)(producidas(
por( las( bacterias( (Fuqua( et! al.,( 1994).( Las( moléculas( señal( son,( generalmente,( N[acil[
homoserina( lactonas((A[HSL),(por(lo(que(el(sistema(QS(depende(tanto(de(estas(moléculas(
señal( como (de( la( enzima( requerida( para( su( síntesis( (A[HSL( sintasa)( y( del( regulador(
transcripcional( que( reconoce( a( la( A[HSL( y( modula( la( expresión( de( los( genes( diana(
(Terwagne(et!al.,(2012).
En(sobrenadantes(de (cultivos(de(B.!melitensis!16M(se(ha(logrado(purificar(una(A[HSL,(la(
N( dodecanoil[homoserina( lactona( (C12[HSL),( aunque( no( se( ha( podido (identificar( en( su(
genoma( el( gen( encargado(de(su( síntesis((Taminiau( et! al.,(2002).(A(día( de(hoy,(aún( no(se(
conoce(ni( la(A[HSL(sintasa,(ni(la( ruta(a(través(de(la( cual(Brucella (lleva(a(cabo(la(síntesis(de(







funciones( redundantes( en( el( microorganismo ((Uzureau( et! al.,( 2010;(Weeks( et! al.,( 2010).(
También(se(ha(visto (que(la(expresión(del(gen(vjbR(es(directamente(dependiente(del(sistema(
de(dos(componentes(BvrR/BvrS((Martínez[Núñez(et!al.,(2010).
El( regulador( transcripcional( VjbR( es( capaz(de(unirse(al( ADN( en( ausencia( de(A[HSL(
(Uzureau( et! al.,( 2007;(Arocena( et! al.,( 2010)( y,( recientemente,( se(ha( propuesto(que(podría(
regular( la( transcripción( génica(en( respuesta(a( señales(medioambientales(como(los(niveles(
bajos(de(pH( (Arocena( et! al.,(2012).(VjbR( regula( la( expresión(de(un( gran(número(de(genes(
que( codifican( desde( PMEs,( lipoproteínas,( adhesinas( o( el( sistema( T4SS,( hasta( genes(





melitensis( 16M( no( causa( una( disminución( de( capacidad( de( colonización( esplénica( en(





que(abundan( en( bacterias(y(en( los(que(intervienen(al(menos(dos(proteínas:(una( histidina(
quinasa( sensora,( que( se( autofosforila( en( respuesta( a( un( estímulo( y( una( vez( activada(
transfiere(su( grupo(fosfato (a( un( residuo(de(aspartato(de(la( otra( proteína,(y (una( proteína(
reguladora( de(la( expresión( génica.(Estos(sistemas(responden( a( gran( cantidad( de(señales(
físicas( y ( químicas( que( regulan( funciones( como( la( división( celular,( la( esporulación,( la(
respuesta(a(estrés(o(la(virulencia((Hoch(&(Silhavy,(1995).
En(el(género (Brucella (se(ha(detectado(la(existencia(de (22(histidina(quinasa( sensoras(y(24(
reguladores( que( podrían( formar( parte( de( posibles( sistemas( de( regulación( de( dos(
componentes((Lavín(et!al.,(2010).
Uno(de(los(sistemas(de(dos(componentes(mejor( caracterizados( en(Brucella (es(el( BvrR/
BvrS((López[Goñi,(2012).(Este(sistema( fue(identificado(por( primera( vez(en(B.!abortus(2308(
por( Sola[Landa( et! al.(Sola[Landa( et! al.,( 1998)( y ( está( bien( conservado( en( las( diferentes(
especies( (Lavín( et! al.,( 2010).( La( proteína( sensora( BvrS(de( 601( aminoácidos(presenta( dos(
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dominios( transmembrana( en( su( extremo(N[terminal,( entre( los( cuales( se( encuentra( una(
región( periplásmica( involucrada( en( la( detección( de( señales( medioambientales,( y ( un(
dominio(de(autofosforilación( y( otro( con( actividad( ATPasa( en( el( extremo(C[terminal.( El(
segundo(de(los(componentes,(la(proteína( BvrR(de(237(aminoácidos,(es(un(regulador(de(la(




Respecto (a( la( virulencia,( los(mutantes(en( los(genes(bvrR(y(bvrS!de(B.!abortus!2308!están(
altamente(atenuados(en(modelo (murino(y(son(incapaces(de(multiplicarse(intracelularmente(
tanto(en( células( fagocíticas(como(en( células( epiteliales((Sola[Landa( et! al.,(1998).( Estudios(
realizados(han(demostrado(que(estos(mutantes(no(incorporan(ni(activan(pequeñas(GTPasas(
de(la(subfamilia(Rho ((como(cdc2),(requeridas(para( la( polimerización(de(actina,(por(lo(que(
se(muestran( incapaces(de(penetrar(en(células(HeLa(en(cultivo,(permaneciendo(unidos(a( la(




estudio( filogenético ( se( han( encontrado( sistemas( homólogos( en( A.! tumefaciens( y(
Sinorhizobium!meliloti( (ChvI/ChvG(y(ChvI/ExoS,( respectivamente)(que(están( involucrados(
en( las( relaciones( de(patogenicidad( y (de(simbiosis(que(establecen( estas( bacterias( con( las(
células(eucariotas(vegetales((Charles(&(Nester,(1993;(Cheng(&(Walker,(1998).
El( sistema( BvrR/BvrS(de(B.! abortus( 2308( también( es( crítico(para( la( homeostasis( y (la(
estructura( de( la( ME( de( la( bacteria( (Sola[Landa( et! al.,( 1998).( Se( ha( observado( que( la(
disrupción( del( sistema( BvrR/BvrS( en( B.! abortus( 2308( altera( la( expresión( de( genes( que(
codifican(PMEs,(como(Omp25(y(Omp22((Guzmán[Verri(et!al.,(2002;(Lamontagne(et!al.,(2007;(
Viadas( et! al.,( 2010),( y (de( genes(que( se(hallan( involucrados( en( la( acilación( del( lípido (A(
(Manterola(et!al.,(2005).(Debido(a(esto(último,(las(cepas(mutantes(ΔbvrR/ΔbvrS!de(B.!abortus(
2308(poseen( un( lípido(A(compuesto(por( ácidos( grasos( con( cadenas(más( cortas(que( las(
observadas(en( las(cepas(parentales(correspondientes.(Esta(diferencia( en( la(composición(de(
la(ME(altera( su(permeabilidad,(provocando(un(aumento(de(la( sensibilidad( bacteriana(a( la(
acción( bactericida( de( los( péptidos( catiónicos( (Manterola( et! al.,( 2005).( En( cambio,( se( ha(
demostrado (que(la(ausencia(de(las(PMEs,(Omp25(y(Omp22,(en( la(ME(de(B.!abortus(2308(no(
está( relacionada( con( la( atenuación( en( la( virulencia( que(presentan( estas( cepas(mutantes(
ΔbvrR/ΔbvrS((Manterola(et!al.,(2007).
En(un( intento(por( determinar( qué(genes(están(regulados(por(este(sistema,(Viadas(et! al.(
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han(llevado(a(cabo(un(análisis(transcriptómico (que(compara(los(niveles(de(transcripción(de(
los(genes(de(la( cepa(parental(B.! aborus( 2308(con( los(del(mutante(ΔbvrR.(El(estudio(de(los(
genes(que(se(ven(afectados(ha(revelado,(en( lineas(generales,(que(este(sistema(regula(genes(
relacionados( con( la( envoltura( celular( y( la( ME,( con( el( metabolismo( del( carbono( y( el(
nitrógeno,(con(la(virulencia(bacteriana(y(con(otros(genes(reguladores(((Viadas(et!al.,(2010).
4.5.*Glucanos*cíclicos
Los( β1,2( glucanos( cíclicos( (CβGs;( Cyclic! βGGlucans),( polímeros( de( glucosa( cíclicos(
localizados(en( el( espacio(periplásmico(de( la( envuelta( celular( bacteriana,( están( presentes(
tanto( en( Brucella( como( en( otras( especies( relacionadas( como(A.! tumefaciens! y( S.! meliloti(
(Bohin,(2000).(Sin( embargo,(al(contrario (que(en(Agrobacterium!y(Sinorhizobium,(la( biosínteis(
de(CβGs(en(Brucella (no(está(osmorregulada((Briones(et! al.,(1997)(y (la(enzima(β1,2(glucano(
cíclico( sintasa( (Cgs),( no( se( inhibe( por( la( adquisición( de( osmolitos( intracelulares( en(
respuesta(a(oscilaciones(osmóticas((de(Iannino(et!al.,(2000).
En( el( género ( Brucella,( los( CβGs( son( sintetizados( por( la( proteína( de( membrana(
citoplasmática(Cgs( codificada( en( el( gen( cgs( (Iñón( de(Iannino(et! al.,(1998;(Ciocchini( et! al.,(
2004).( Después( de( su( síntesis( son( transportados( al( periplasma( por( la( proteína(
transportadora(Cgt( y,(una(vez(allí,(modificados(con(al(menos(dos(residuos(succinílicos(por(
la(succinil(transferasa(Cgm((Roset(et!al.,(2004;(Haag(et!al.,(2010)((Figura*5).
Los( residuos( succinílicos,( añadidos( a( los( CβG,( confieren( a( la( envuelta( bacteriana( un(
carácter(aniónico.(Estudios(realizados(con(un(mutante(de(B.!abortus(en(el(gen(cgm,(muestran(
que(este(carácter( aniónico(es( importante(para( la( adaptación( de(la( bacteria( a( un( ambiente(
hipo[osmótico((Roset( et! al.,(2006).(Además,(
la( inactivación( de(este(gen(no(interfiere(en(
la( supervivencia( intracelular( de(la( bacteria(
lo( que( sugiere( que( durante( el( tráfico(
intracelular( no(se( produce(dicho (ambiente(
hipo[osmótico((Roset(et!al.,(2006).(
Respecto (a( la( función(desempeñada(por(los(
CβGs,( un( estudio( realizado(por( Arellano[
Reynoso( et! al.( en( 2005( demostró( que( los(
CβGs( actúan( de( forma( similar( a( como( lo(
hace(la(β[metil[ciclodextrina.(Esta(molécula(
contiene( una( cavidad( lipofílica( que( le(










et.$ al.,' 2010.' ' Los! CβGs! se! sintetizan! por! la!
proteína! Cgs! y! después! se! transportan! al!
periplasma! por! el! hipotético! transportador! Cgt,!
una!vez! allí! son!modificados! con!una!media!de!
dos! residuos! succinil! por! la! hipotética! proteína!
Cgm.!EP;! espacio! periplásmico,!ME;!membrana!






Debido(a( que(el( colesterol( es(componente(mayoritario(de(las(balsas( lipídicas(y(que(se(ha(
demostrado (que(Brucella (spp.(necesita( entrar( en( la( célula( hospedadora( a( través( de(estas(
balsas(lipídicas(para(establecer(con(éxito(la(infección((Naroeni(&(Porte,(2002;(Watarai(et! al.,(
2002a;(Kim( et! al.,(2004;(Martín[Martín(et! al.,(2010),(los(CβGs(podrían(estar( involucrados(en(
la(interacción(entre(Brucella(spp.(y(la(célula(hospedadora((Arellano[Reynoso(et!al.,(2005).
Además,( ya( que(intracelularmente(también( pueden( encontrarse(balsas( lipídicas(en( los(
fagosomas,( se( ha( comprobado(que( los( CβGs( juegan( un( papel( importante(dentro (de( la(
célula(hospedadora(ayudando(a(evadir( la( fusión(con(el(lisosoma(y(a(dirigir(a( la(BCV(hacia(
el( RE((Arellano[Reynoso(et! al.,( 2005).(Las(BVCs(de(las(células( infectadas(con( un( mutante(




de( B.! ovis! PA( se( observaron( defectos( en( la( internalización( en( macrófagos,( aunque(
posteriormente(no(se (vio(afectada( la( tasa( de(multiplicación( intracelular( con( respecto(a( la(
cepa(parental(virulenta((Martín[Martín(et!al.,(2012).
Respecto (a( la( implicación(en(la(virulencia(en(ratones(del(gen(cgs(de(Brucella,(se(ha(visto(
que(la(inactivación(del(gen(cgs(en!B.!abortus( ocasiona(un( ligera( atenuación(de(la(virulencia(








B.!abortus(provoca( un( aumento(de(la( sensibilidad( de(la( bacteria( al(pH(ácido,( al( etanol,( a(
ciertos( detergentes(y(a( altas( temperaturas( de( incubación,( tal( como(sucede(en( S.! meliloti!
(Roop(et!al.,(2002).(Por(ello,(se(ha(sugerido(que(esta(proteína(en(B.!abortus(2308(podría(estar(
relacionada(con(el(mantenimiento(de(la( integridad(de(la(envuelta(celular((Roop(et!al.,(2002).(
Sin( embargo,( en( mutantes( ∆bacA( de( B.! ovis( PA( apenas( existen( diferencias( en( las(
propiedades(de(la(ME(con(respecto(a(la(cepa(parental((Martín[Martín(et!al.,(2012).
Respecto ( a( la( relación( entre( la( proteína( BacA( y ( la( virulencia,( existen( resultados(
divergentes( respecto( a( diferentes( especies( del( género ( Brucella.( Por( un( lado,( se( ha(
demostrado (que(una(cepa(mutante(∆bacA(de(B.!abortus(2308(presenta(una(atenuación(en( la(
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virulencia( tanto(en( cultivos(de(macrófagos( como(en(modelo(murino((LeVier( et! al.,(2000;(
Parent( et! al.,( 2007).( Dicha( atenuación( se(ha( relacionado(con( una( posible( incapacidad( de(
estos(mutantes(para( poder(adaptarse(a( las(condiciones(ácidas(que(se(dan( en(el(interior(de(
las(BCVs(durante (el(tráfico(intracelular((Roop(et!al.,(2002;(Bellaire(et!al.,(2005).(Por(otro(lado,(
en(B.!ovis(PA(se(ha(visto (que(una(cepa(mutante(∆bacA(no(mostraba(ningún(defecto(ni(en( la(
internalización( ni(en( la(multiplicación( intracelular( en(cultivos(de(macrófagos,(ni( tampoco(
mostraba(atenuación(de(la(virulencia(en(ratones((Martín[Martín(et!al.,(2012).(Se(ha(sugerido(
que( esto(puede( deberse( a( que( la( presencia( de(VLCFAs( no( fuera( tan( necesaria( para( el(





Brucella ! ovis( causa( epididimitis( contagiosa( en( carnero.( Esta,( es( una( enfermedad( de(
distribución(mundial,(que(se(ha(descrito(en(Latinoamérica(y (países(europeos,(así(como(en(
Australia(y(Sudáfrica,(aunque(probablemente(se (presente(en( la(mayoría( de(los(países(que(
crían(ovejas([Manual(de(la(Organización(Mundial(de(Salud(Animal( (OIE)(sobre(Animales(
Terrestres,((OIE,(2009)].
La( epididimitis( del( carnero( ocasionada( por( B.! ovis( es( una( enfermedad( clínica( o(
subclínica( que( se ( caracteriza( por( lesiones( genitales( en( los( carneros( que( provocan( una(
disminución( de( su( fertilidad( debido( a( la(
mala( calidad( del( semen.( En( los( animales(
infectados(se(puede(observar(desde(un(leve(
aumento( de( tamaño( hasta( severas(
induraciones( del( epidídimo,( que( pueden(
ser( uni( o( bilaterales( (Robles( &( Olaechea,(
2001)( (Figura* 6).( En( ocasiones,( también(
pueden( observarse( espermatoceles( con(
fluido( espermático( espeso( en( su( interior,(











La(presencia(de(esta( enfermedad( en(un(rebaño(conlleva( grandes(perdidas(económicas,(
debido( a( la( caída( de( la( fertilidad( del( rebaño,( el( aumento ( en( el( descarte( de( carneros(
infectados,( el( acortamiento ( de( la( vida( reproductiva( de( los( machos,( el( incremento ( del(
número(de(abortos,( el( aumento (de(la(mortalidad(perinatal(y(restricciones(en( el( comercio,(
entre(otras((Blasco,(1990;(Paolicchi,(2001).
La( principal( vía( de(contagio(de(la( infección( es(la( sexual.(El( carnero(es( el( diseminador(
activo(de(la( infección( a( través( del( semen,( ya( que(el( macho (portador,( con( o(sin( lesiones(




Además(de(en( los(fluidos(vaginales,(las(ovejas(pueden(excretar(B.!ovis!en( la( leche(y,(por(
tanto,( la( transmisión( oveja[lactante(también(puede(ser(un(mecanismo (determinante (de(la(
infección((OIE,(2009).(También(se(han(descrito (casos(donde(la( infección(se (ha( transmitido(a(
través( de( pastos( y( fuentes( de( agua( contaminados( con( secreciones( y/o( excreciones(
corporales((Quispe(et!al.,(2002).(
Al( contrario (que( otras( especies(de(Brucella,( la( transmisión( de(B.! ovis( por( vía( oral( no(
parece(ser( relevante((Blasco,(1990).( Esto(podría( estar( relacionado,( al(menos(en(parte,( con(
que(esta(especie(carece(de(actividad(ureasa,(la(cual(ha(sido (relacionada(con(la(capacidad(de(
algunas(especies(de(Brucella,(como(B.!abortus(y (B.!suis,(para(sobrevivir(el(paso (a( través(del(
estómago(en(una( infección(experimental(en(modelo(murino.(Además,(en( el(genoma(de(B.!
ovis( se( ha( encontrado(una( deleción( que( afecta( a( los( genes(ureG2 (y(ureT,( los( cuales( son(






La( demostración( de( la( existencia( de( lesiones( genitales( (epididimitis( unilateral( u,(







Actinobacillus! seminis,! A.! actinomycetencomitans,! Histophilus! ovis,! Haemophilus! spp.,!
Corynebacterium! pseudotuberculosis,! B.! ovis,! B.! melitensis! y( Chlamydophila ! abortus!
(antiguamente(Chlamydia !psi<aci)((Menzies,(2012).(Debe(hacerse(hincapié,(también,(en(que(
muchas( lesiones( epididimales( palpables( en( los( carneros( son( granulomas( espermáticos(
estériles(provocados(por(un(trauma((OIE,(2009).
El(mejor(método(de(diagnóstico (directo (es(el( aislamiento (del( patógeno(en(muestras(de(
semen,( exudados( vaginales( o( leche.( Sin( embargo,( generalmente( se( recurre( a( pruebas(
serológicas(ya(que(el(diagnóstico (bacteriológico (es(laborioso (y(requiere(varios(días((Alton(et!
al.,(1998).
Las(pruebas(inmunológicas(más(eficaces(y(utilizadas(para(detectar(B.!ovis( son(la(fijación(
de(complemento((FC)( (Myers(et! al.,(1972),( la( prueba( de(doble(inmunodifusión( en( gel( de(
agarosa( (AGID;(Agar! Gel! Immunodiffusion),( que( emplea( como(antígeno(el( extracto(salino(
caliente(de(B.! ovis( (Myers,( 1973),( y (el( enzimoinmunoanálisis( indirecto ((I[ELISA;(EnzymeG




es(la(FC((OIE,(2009).(Sin( embargo,( la( prueba(AGID(se(caracteriza(por(ser(sencilla,(de(bajo(
costo(y(de(fácil(interpretación( (Myers,(1973),(aunque(se(trata(de(una(prueba(cualitativa(que(
aún(no(ha(sido(estandarizada.(Y(la(prueba(I[ELISA(es(más(sensible(y(específica(que(la(FC(o(




al.( en( 2003( evaluaron( el( primer( método(basado (en( la( detección( mediante(PCR( para( el(
diagnóstico( de(B.! ovis( en( muestras( de( semen( de( carneros( (Manterola( et! al.,( 2003).( Este(
método,(que(resultó(incluso(más(sensible(que(el( diagnóstico (bacteriológico,(está(diseñado(
para( amplificar( la( secuencia(de(inserción(IS6501(específica( del( género(Brucella (y(que(en(B.!
ovis( está( presente(en( múltiples( copias( (Manterola( et! al.,( 2003).(Más( recientemente(se (ha(
descrito ( un( nuevo( método( de( detección( específico( de( B.! ovis( con( una( sensibilidad(
equivalente(al(anterior(y (cuya(eficacia(se(ha(demostrado,(además(de(en(muestras(de(semen,(
en(otras(muestras(clínicas(como(la(orina((Xavier(et!al.,(2010).(
También,(se(han( desarrollado(test( para( la( tipificación(de(aislados(de(Brucella,(mediante(
PCR(múltiple,(que(permiten(identificar(fácilmente(entre (las(diferentes(especies(de(Brucella (y(




Para( disminuir( la( incidencia( de( la( epididimitis(contagiosa( del( carnero(causada( por( B.!
ovis(se(llevan(a(cabo(programas(de(prevención,(control(y(erradicación(de(la(enfermedad.
Para(el(control(de(la(enfermedad,(la(medida(adoptada(en( los(países(donde(la( incidencia(
es(baja( se(basa(principalmente(en(el( diagnóstico (serológico(y(el( sacrificio(de(los(animales(
infectados.( Sin( embargo,( en( países( donde( la( prevalencia( de(la( infección( es(elevada,( este(
procedimiento(resulta(poco (viable.(En(estos(casos,(la(vacunación(de(carneros(y(ovejas(es(la(
única(medida(de(control( disponible (a(medio(plazo.(Para( un( control(a( largo(plazo (se(debe(
tener(en(consideración(el(efecto(de(la(vacunación(en(el(diagnóstico(y(deben(implementarse(
programas(de(acreditación(de(la(ausencia(de(B.!ovis!(Blasco,(1990;(Ridler(&(West,(2011)
A(día( de(hoy(no (existe(ninguna( vacuna( disponible(que(sea( específica( frente(a( B.!ovis,(
pero(la(vacuna(atenuada(B.!melitensis(Rev1,(empleada(desde(los(años(60(del(pasado(siglo(en(
el( control( de( las( infecciones( por( B.! melitensis( en( el( ganado ( ovino( y( caprino,( confiere(
protección( heteróloga( frente(a( B.!ovis.( Es(por( ello (que,(en( la( actualidad,( esta( vacuna( está(
considerada( la(mejor( vacuna(disponible(para( la(profiláxis(de(la(brucelosis(causada(por(B.!
ovis( (Blasco,(1997;(Marín(et!al.,(1990).(Su(administración(en(carneros(de(4[5(meses,(tanto (por(
vía( subcutánea( como( por( vía( conjuntival,( si( bien( no( evita( completamente( la( infección,(
puede( reducir( el( número (de( carneros( infectados( y ( la( severidad( de( la( misma( (Garcia[
Carrillo,(1981;( Fensterbank( et! al.,(1982;(Fensterbank( et! al.,(1985;( Blasco,( 1997;(Marín( et! al.,(
1990;(Schurig(et!al.,(2002).
Sin(embargo,(la(vacuna(atenuada(B.!melitensis( Rev1(presenta( varios(inconvenientes(que(
hacen( que( no( sea( una( vacuna( completamente( idónea.( Estos( inconvenientes( son:( i)( alto(
riesgo (de( aborto( cuando( se( administra( en( ovejas( gestantes( (Blasco,( 1997;( Schurig( et! al.,(
2002),( ii)(cierto(riesgo (de( infección( en( su( manipulación( para( el( hombre( (Blasco(&(Díaz,(
1993)(agravado (por( la( resistencia( que(presenta( esta( cepa( a( la( estreptomicina,(uno(de(los(
antibióticos(empleados(comúnmente(en(el(tratamiento(de(la(brucelosis(humana((Skalsky(et!
al.,(2008)(e,( iii)( interferencia( en( el( diagnóstico (de(animales( infectados(por( cepas( lisas( del(
género( Brucella ( debido( a( que( en( los( animales( vacunados( se( induce( una( respuesta( de(
anticuerpos( indistinguible,( por( las( actuales( pruebas( serológicas( de( diagnóstico( (Blasco,(
1997),(de(la(generada(por(la(infección(activa.(A(este(respecto,(es(importante(destacar(que(su(
uso( no( está( permitido( en( países( donde( las( infecciones( por( B.! melitensis( se( consideran(








Brucella ! ovis( ocasiona( epididimitis( contagiosa( en( ganado( ovino,( una( enfermedad(
infecciosa( que(origina( cuantiosas(pérdidas(económicas(en(el( sector( ganadero.(Las(vacunas(
empleadas(habitualmente(para(la(profilaxis(de(la(brucelosis(ocasionada(por(otras(especies(
de(Brucella (presentan(importantes(inconvenientes(que(hacen(que(su(uso(para(la(prevención(
de(infecciones(ocasionadas(por( B.! ovis( está( desaconsejado.(Por( ello,(el( desarrollo(de(una(
vacuna(específica(para(esta(especie(de(Brucella(presenta(gran(interés.
Considerando(que(las(vacunas(más(eficaces(para( la(prevención(de(infecciones(causadas(
por(cepas(lisas(de(las(especies(B.!melitensis( y(B.!abortus( están( constituidas(por( cepas(vivas(
atenuadas( de( las( respectivas( especies,( cabe( esperar( que( la( mejor( estrategia( para( el(
desarrollo( de( una( vacuna( específica( frente( a( B.! ovis( se( base( en( una( cepa( atenuada(
homóloga.
Los( factores( de(virulencia( de(B.! ovis( han( sido(muy(poco(estudiados,( por( lo (que( su(
estudio(presenta( el( doble( interés( de(permitir( profundizar( en( los(mecanismos(empleados(
por(esta( bacteria( en( el( establecimiento(del( proceso(infeccioso (y,(además,(de (constituir( un(
interesante( punto(de(partida( para( el( desarrollo (de( una( vacuna( atenuada( específica.( En(
nuestro(laboratorio,(se (han( obtenido(una(serie(de(mutantes(atenuados(de(B.!ovis( en(genes(
relacionados(con(la(virulencia(en(otras(especies(del(género(Brucella (pero (que(aún(no(se(han(
analizado (en( cuanto(a( su( interés( como(vacunas.(Además,(dado(que(algunas(PMEs(en( las(
cepas(naturalmente(rugosas,( como(B.! ovis,(carentes(de(cadenas(polisacarídicas(O(en(el( R[
LPS( se( encuentran( muy( expuestas( en( la( superficie( de( la( bacteria,( se( cree( que( podrían(
presentar(gran(relevancia(en(la(interacción(con(el(hospedador(y(por(tanto(en(la(virulencia.(
Teniendo(en( cuenta( lo (anteriormente(expuesto,(los(objetivos(generales(planteados(para(
la(realización(de(este(trabajo(han(sido(los(siguientes:
I.h Analizar* la* implicación* en* la* virulencia* de* B.( ovis* de* distintos* genes*
relacionados*con*la*ME*y*la*virulencia*de*cepas*lisas*de*Brucella*spp.













á Los(medios(de(cultivo(utilizados(para( el( crecimiento(y(mantenimiento(de(las(cepas(de(
Brucella !spp.(han( sido(el(caldo (tripticaseína( de(soja( (TSB,(Pronadisa)(o(el(agar(tripticaseína(
de(soja( (TSA,(Pronadisa),(suplementados(con(extracto (de(levadura((YE,(Pronadisa)(al(0,3(%(
(peso/volumen;( p/v)(y(un( 5(%(de(suero(de( caballo ((volumen/volumen;(v/v)( (HS,(Gibco[
BRL),(descomplementado(por(calentamiento (a(56(ºC(durante (1(hora( (medios(TSB[YE[HS(o(
TSA[YE[HS).
á Tabla*I.*Cepas*del*género*Brucella*utilizadas*en*este*estudioa.
Cepas Abreviatura Características relevantes para este trabajo Origen
b o referencia
B. melitensis
B. melitensis Rev1 Rev1 S-LPS. Estrepr. Cepa vacunal BCCN V4a
B. ovis
B. ovis PA PA R-LPS. Cepa parental virulenta BCCN 76-250
B. ovis-pNV25C-A omp25d-M PA con omp25d inactivado. Kanr Caro-Hernández et al., 2007
B. ovis-pNV25E-A omp22-M PA con omp22 inactivado. Kanr Caro-Hernández et al., 2007
B. ovis-pNVvjbROVL03 vjbR-M PA con vjbR inactivado Martín-Martín et al., 2012
B. ovis-pNVvirB2OVL04 virB2-M PA con virB2 inactivado Martín-Martín et al., 2012
B. ovis-pNVcgsOVL03 cgs-M PA con cgs inactivado Martín-Martín et al., 2012
B. ovis-pNVbacAOVL03 bacA-M PA con bacA inactivado Martín-Martín et al., 2012
a((Las(cepas(obtenidas(en(este(trabajo(se(recogen(en(la(Tabla(V.
b((BCCN,(Brucella(Culture(Collection(of(Nouzilly,(Francia.
h Cuando( las( cepas( presentaban( resistencia( a( antibiótico,( estos( medios( de( cultivo ( se(
suplementaron( con( kanamicina( (Kan,( Sigma[Aldrich)( o( estreptomicina( (Estrep,( Sigma[
Aldrich)(a(una(concentración(final(de(50(ig/ml(y(2,5(U.I./ml,(respectivamente.










á Todas(las(cepas(se(almacenaron(a( [80(ºC(en(viales(con(dimetil(sulfóxido ((DMSO)(al(7(%(
(v/v),(con(la(finalidad(de(mantenerlas(viables(durante(largos(periodos(de(tiempo.
* 1.2.*Escherichia(coli.
h Para(los(trabajos(de(clonación(molecular(se(utilizaron(las(cepas(JM109(y (CC118λpir de(E.!
coli,(cuyas(características(mas(relevantes(se(recogen(en(la(Tabla*II.
á Para(el( crecimiento(de(E.!coli(se(empleó(el(medio(Luria(Bertani( (LB),(compuesto(por(YE(
al( 1(%( (p/v)( (Pronadisa),( triptona( al( 1(%( (p/v)( (Pronadisa)(y(cloruro(sódico (al( 1(%( (p/v)(
(Panreac).(En( el( caso (de( su( uso(en( estado(sólido,( el( medio (LB( se (suplementó(con( agar(
bacteriológico((Pronadisa)(a(una(concentración(final(de(15(g/ml.
á Cuando(fue(necesario (seleccionar(clones(bacterianos(mediante(resistencia(a(antibióticos,(
el( medio(de(cultivo(se( suplementó(con( Kan( y/o (ampicilina( (Amp,(Sigma[Aldrich)(a( una(
concentración(final(de(50(ig/ml.
á Cuando(fue (preciso(diferenciar(clones(con(actividad(β[galactosidasa,(las(placas(de(LB(se(






Cepas Genotipo Relevante Origen o referencia
E. coli JM109 endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17(rk
–, mk+), relA1, supE44, ∆(lac-
proAB), [F´ traD36, proAB, laqIqZ∆M15].
Promega Corp.




h Para( los(ensayos(realizados(en(modelo (animal,(se (emplearon(ratones(hembra(de(la(raza(
BALB/c((Charles(River,( Francia)( de( 6[7(semanas(de(vida,( adquiridos( 1(semana( antes( de(
comenzar( los( experimentos.( Los( animales( se( mantuvieron( en( el( Servicio ( de(




h Para( la( obtención( de( las(muestras( de( bazo (se( procedió( al( sacrificio( de( los( animales(
mediante( dislocación( cervical.( Después,( se( extrajo (el( bazo (en( una( cabina( de( seguridad(
biológica(y(utilizando(material(quirúrgico(estéril.(






comercializados( por( Promega( Corp.( Proceden( del( vector( pGEM®[5Zf(+)( digerido( con(
EcoRV,(al(que(se (le(ha(añadido(un(residuo(de(timina(en(cada(extremo(3’(generado.(Debido(a(




codifica( una( β[lactamasa( que( confiere( resistencia( a( ampicilina( (Ampr),( el( origen( de(
replicación(del(fago (f1,(los(promotores(y(los(puntos(de(inicio(de(la(transcripción(de(las(ARN(
polimerasas(T3(y(SP6,(que(permiten( las( síntesis(de(ARN( in! vitro,(y(un( sitio (de(clonación(
múltiple( insertado( en( la( fase( de( lectura( abierta( del( gen( lacZ.( Este( gen,( inducible( por(
isopropil[β[D[1[tiogalactopiranósido( (IPTG),( codifica( el( péptido(α( de( la( β[galactosidasa,(
enzima( que( al( actuar( sobre( el( sustrato( X[Gal( origina( un( producto(de( color( azul.( Esto(
permite(la( selección(de(clones(que(portan(plásmidos(recombinantes,(ya(que(la( inserción(de(
un(fragmento(de(ADN(en(dicha(región(inactiva( el(gen( lacZ( y(las(colonias(poseen( un( color(
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!(((((((((((Materiales(y(Métodos((41
blanco,( frente( a( aquellas( que(portan( el( plásmido( sin( inserto(que( poseen( un( color( azul(
(selección(blanco[azul).
! pCVD442!y!pCVDKanGD
á El( plásmido ( pCVD442( posee( un( tamaño( de( 6200( pb( (Donnenberg( &( Kaper,( 1991)(
(Figura.* 8)( y ( se( construyó( mediante( la( clonación,( en( el( plásmido ( pGP704( (Miller( &(
Mekalanos,( 1988),( del( gen( sacB( obtenido(mediante( la( digestión( con( PstI( del( plásmido(
pUM24( (Ried( &(Collmer,( 1987).( Confiere( resistencia( a(Amp( y(sensibilidad( a( la( sacarosa(
(Sac)(debido(a( la( presencia( del( gen(sacB(de(Bacillus! subtilis.(Éste(último(codifica( la(enzima(
levansacarasa( que(cataliza( la( hidrólisis( de(sacarosa( en( levanos( (polímeros(de(fructosa( de(
alto(peso(molecular),(los(cuales(son(tóxicos(para(bacterias(Gram(negativas((Gay(et!al.,(1985).(
Este( plásmido( posee( además( el( origen( de( transferencia( mobRP4( para( procesos( de(
conjugación.(A(la( hora( de(su( replicación,(pCVD442(requiere(una( cepa( λpir,(como(lo(es(E.!
coli( CC118,( ya( que( el( origen( de(replicación( que(porta( es(el( denominado(oriR6K,( el( cual(
necesita(la(proteína(π(codificada(por(el(gen(pir.
á El(plásmido(pCVDKan[D(procede(de(pCVD442(al( cual,(mediante(digestión( enzimática(
con(AspI( y (NdeI,(se(le(ha(extraído(el(gen(de(resistencia( a(Amp(y(en(su( lugar(se(ha( clonado,(



























































h La( digestión( de(ADN(con( endonucleasas( de( restricción( se(empleó(de( forma( rutinaria(
para( la(caracterización( física(de(los(fragmentos(de(ADN,(así(como(para( la( construcción(de(
moléculas( recombinantes,( y( se( realizó( siguiendo ( las( instrucciones( de( temperatura( y(
concentración( de(sales(óptimas(suministradas(por( los(proveedores((Roche,(New( England(
Biolabs(y(Promega(Corp.).
h La( ligación( de(moléculas(de(ADN( se(realizó(con( la(ADN( ligasa( del( fago (T4((Promega(
Corp.).( Esta( enzima( cataliza( la( unión( covalente(de(extremos(cohesivos(o(romos(de(ADN(




al.,(1986)(y(se(utilizó(en( el( presente(trabajo(para( la( amplificación(de(fragmentos(de(ADN(
tanto( cromosómico( como( plasmídico.( Cuando( fue( necesario (obtener( productos( de( alta(















































Clonación del inserto 
HincII-Kanr-HincII 
en el plásmido 
pCVD442 digerido 
con AspI-NdeI y 


















































de(amplificar(ADN( cromosómico,(1(il(de(una( concentración( 100(iM(de(cada( uno (de(los(
oligonucleótidos,( 1,75( il( de( una( mezcla( de( los( didesoxinucleótidos( trifosfato( (PCR!
Nucleotide!Mix,(10(mM(de(cada(dNTP,(Roche),( 5(il(de(una( solución( 17,5(mM(de(MgCl2( y(
0,75(il( de(ADN( polimerasa( Pwo( (Pwo! SuperYield!DNA! polymerase,( 5U/il,( Roche)( en( un(
volumen(final(de(50(il.(Cuando(no(fue(necesario(obtener(productos(de(PCR( con( una( alta(
fidelidad,( se(utilizó (el( kit( GoTaq®! Green!Master!Mix( (Promega(Corp.),( el( cual( proporciona(
una( mezcla( de(dNTPs,(MgCl2( y(ADN(polimerasa( Taq( en( unas( concentraciones( óptimas(
para( la( amplificación(del(ADN.(Además(contiene(dos(colorantes(y(un(agente(densificante(
que(permiten(el(análisis(directo(de(las(reacciones(de(PCR(en(geles(de(agarosa.
á Las( reacciones( de( PCR( se( efectuaron( utilizando( el( termociclador( My(CyclerTM( (BIO(
RAD).(El(tiempo(de(elongación(varió (en(función(del(tamaño(del(fragmento(de(ADN(que(se(
quería( amplificar( (entre(1[2(minutos).( Teniendo(en( cuenta( esto,( las(condiciones(generales(




á El( análisis( de( los( fragmentos( de(ADN( obtenidos( tras( las( reacciones( de( PCR( o( las(
digestiones(enzimáticas(se (realizó(mediante (electroforesis(en(geles(de(agarosa.(Estos(geles(
se(prepararon( al( 0,8(%( (p/v)( de(agarosa( (Agarose! DG1! Low!EEOGGQT,( Pronadisa)( en(TAE(
(Tris[acetato(40(mM,(Ácido(acético(20(mM(y(EDTA[Na2+( 1mM,(pH(8)(y(contenían(bromuro(
de(etidio ((1(ig/ml).( Para( cargar( las(muestras( en( los(pocillos(del( gel,(éstas( se(mezclaron(
previamente(con(tampón(de(carga( (Azul(de(bromofenol(0,1(%((p/v),(Sacarosa( 38(%((p/v)(y(
EDTA[(Na2+(67(mM).(Las(electroforesis(se(realizaron(a(una(corriente (constante(de(entre(45(y(





á Para( recuperar( fragmentos(de(ADN(de(interés(separados(electroforéticamente(en(geles(
de(agarosa,(se(empleó(el(kit(GeneClean®!II((Q.BIOgene)(siguiendo(el(procedimiento(descrito(
por( la( casa(comercial.(Este(método(se(basa( en( la(unión( específica( y (reversible(del(ADN(a(






sistema( de(marcaje(por( fluorescencia.( La( secuenciación( fue(realizada( por( el( Servicio (de(
Secuenciación( Automática( de( ADN( de( la( Universidad( de( Salamanca( (secuenciador(
automático ( ABI! PRISM! 3100! Genetic! Analyzer( de( Applied( Biosystems).( El( análisis(
bioinformático ( de( las( secuencias( obtenidas( se( realizó ( mediante( los( programas( ABI(




á Este( método( permite( obtener( fragmentos( de( ADN( marcados( a( lo ( largo (de( toda( su(
extensión( de( una( forma( no( radioactiva.( Para( ello,( se( empleó( el( kit( DIG! DNA! labeling(
(Roche),( que( se( basa( en( la( hibridación( al( azar( de(hexanucleótidos( con( el( ADN( molde(
desnaturalizado(y(en( la(elongación(posterior(de(la(cadena(de(ADN(mediante(el(empleo(del(
fragmento (Klenow!de( la(ADN(polimerasa( I( de(E.! coli.( Esta( reacción( conlleva( además,( la(
incorporación( de( moléculas( de( digoxigenina( (DIG)( (un( hapteno( esteroide)( unidas(
covalentemente(al( nucleótido(dUTP( (DIG[11[dUTP),( que(sustituyen( a( nucleótidos( dTTP.(
Gracias( a( este( marcaje,( se( puede( llevar( a( cabo( una( posterior( inmunodetección( con(
anticuerpos( antidigoxigenina( conjugados( con( la( enzima( fosfatasa( alcalina.( El(
procedimiento(de(marcaje(y (comprobación(de(la( calidad(de(la( sonda( se(realizó (siguiendo(
las(instrucciones(facilitadas(por(el(fabricante.
( Southern!blot
á En(primer( lugar,(se(extrajo(el(ADN(cromosómico,(de(las(cepas(de(Brucella (que(iban(a(ser(
sometidas(al( estudio,(mediante(el(método(descrito(en( el(Apartado(3.8.2.(Posteriormente,(
este (ADN(se(digirió (con(la(enzima(de(restricción(HindIII(y (se(sometió (a(una(electroforesis(en(
gel( de( agarosa( (Apartado( 3.4)( para( separar( los( fragmentos( generados( en( esta( digestión(
enzimática.( En( la( electroforesis( se( utilizaron( como( patrones( de( tamaño( molecular( los(
marcadores( III( y( VI( de( Roche.( Una( vez( separados( los( fragmentos( de(ADN,( éstos( se(
transfirieron( a(una(membrana( de(nylon(cargada(positivamente((Roche)(empleando(NaOH(
0,4(M(para( realizar( dicha( transferencia.(A(continuación,( se(llevaron( a( cabo(las( etapas(de(
prehibridación,(hibridación(y (detección(de (la( hibridación(de(las(sondas(marcadas(con(DIG(








se( empleó( el( kit( Wizard®! Plus! SV! Minipreps! DNA! Purification! System( (Promega( Corp.)(
siguiendo( las( instrucciones( facilitadas( por( la( casa( comercial.( Cuando ( fue( necesaria( la(
obtención( de( una( gran( cantidad( de( ADN( plasmídico,( se( utilizaron( las( columnas( de(
intercambio(aniónico (Qiagen®!Plasmid!Midi! Kit( y (Qiagen®! Plasmid!Maxi! Kit( (Qiagen( Inc.),(
aplicando(una(modificación(al(protocolo(dado(por(el(fabricante.(Esta(variación(consistió (en(
volver( a( precipitar( el(ADN( obtenido(tras(la( centrifugación( con( isopropanol.(Para( ello,(se(




á Para( el(análisis(de(las(múltiples(colonias(resultantes(de(la( transformación( de(E.!coli( con(
mezclas( de( ligaciones,( se( empleó ( el( método( de( lisis( alcalina( (Birnboim( &( Doly,( 1979),(





á La( obtención( de(ADN( cromosómico(de( las(diferentes(cepas(de(Brucella (empleadas(en(
este (trabajo(se( realizó(mediante(el( kit( comercial(UltraCleanTM! Microbial!DNA! Isolation! Kit(
(MO(BIO,(Laboratories,(Inc.),(partiendo(de(una(suspensión(bacteriana(ajustada(a(una(D.O.





h El( proceso(de( transformación( en( E.! coli( se( realizó( siguiendo(el( método (diseñado(por(
Hanahan(en(1983((Hanahan,(1983),(basado(en(la(aplicación(de(un(choque(térmico(a( células(
competentes(obtenidas(mediante(tratamiento(con(CaCl2((Cohen(et!al.,(1972).
á Para( llevarlo( a( cabo,( se( mezclaron( las( células( competentes( de( E.! coli( con( el( ADN(
plasmídico (que(se(quería(introducir(en(la(bacteria(y(la(mezcla( se(mantuvo(en(hielo(durante(
30( minutos.( Transcurrido ( este( tiempo,( las( células( se( sometieron( a( un( choque( térmico(
durante( 1( minuto (a( 42( ºC( y,( después,( se (mantuvieron( en( hielo( durante( 2( minutos.( A(
continuación,(se(les(añadió(1(ml(de(caldo (LB(y(se(incubaron(durante(1(hora(a(37(ºC(con(el(
fin(de(permitir( que(se (expresara( el(gen(de(resistencia(a( antibiótico.(Finalmente,(las(células(
se(sembraron(en( placas(de(LB(suplementadas(con(el( antibiótico(adecuado(y(se(incubaron(
durante( 24( horas( a( 37( ºC.( Tras( la( incubación( se( analizaron( las( colonias( blancas( como(
posibles(clones(transformantes.
h 3.9.2.*Transformación*de*B.(ovis
á Para( la( transformación(de(B.!ovis(se(utilizó(el(método(de(electroporación(de(membrana.(
Este(método(de(transformación(bacteriana(consiste(en( la( administración(de(pulsos(rápidos(





fueron( células( electrocompetentes( de(B.! ovis( PA.( Después,( se(mezclaron( 40(il( de(estas(
células(con(10(il((3(ig/10il)(del(ADN(plasmídico(que(se(quería(introducir(en(la(célula.(La(
mezcla(se (transfirió(a( una( cubeta( estéril(de(electroporación(de(0,2(cm( de(separación(entre(
los( electrodos( (BIO(RAD)( y (se( sometió(a( descarga( eléctrica( de( 1( pulso( (2.5( kV( [( 5(ms,(
programa(Ec2)(en(el(electroporador(MicropulserTM( de(BIO(RAD.(Seguidamente,(las(células(













á La( inactivación(de(los(genes( bvrR( (BOV_2010),!bvrS( (BOV_2011),! omp10( (BOV_A0072),!




dos( primeras( amplificaciones( (PCR( 1A( y( PCR( 1B)( de( los( extremos( 5’( y ( 3’( del( gen(
respectivamente( utilizando(en( cada( una( de( ellas( un( oligonucleótido( externo( al( gen( de(
interés( y( otro ( interno( que( hibridaba( delimitando ( la( región( del( gen( que( se( pretendía(
delecionar( (los( cebadores( internos( tenían( una( región( complementaria( entre( ellos).(
Posteriormente,(se(realizó(una(segunda( reacción( (PCR(2)(mezclando(los(productos(de(PCR(
1A( y ( PCR( 1B( que( dio ( como( resultado( el( gen( delecionado( (Figura* 9).( Los( cebadores(
utilizados(se(recogen(en(la(Tabla*III.
á Para( la( inactivación( del( gen( bvrR( se(amplificó (el( extremo(5’(del( gen( con( BvrRS[F3( y(
BvrRSOVL[R2(y (el( extremo(3’(con(BvrROVL[F2(y(BvrR[R2.(El(gen(bvrS( se (inactivó(usando(
BvrSMUT[F( y( SecRbvrRS( para( amplificar( en( 5’( y( BvrSOVL[F( y( BvrS[R( en( 3.’( Para( la(
inactivación( del( gen( omp10,( el( extremo( 5’( del( gen( se( amplificó ( con( los( cebadores(
omp10MUT[F( y (omp10[R(Ovl( y(el( extremo(3’(con( omp10[F( Ovl( y(omp10MUT[R.( El( gen(
omp16(se(inactivó (usando(los(cebadores(omp16MUT[F(y(omp16[R(Ovl(para(el(extremo(3’(y(
los(cebadores(omp16[F(OVl(y(omp16MUT[R(para(el(extremo(5’.(La(inactivación(de(omp19(se(
realizó(amplificando(el( extremo(5’(con( los( cebadores( omp19MUT[F(y(omp19[R( Ovl( y( el(








el( gen( omp16,( omp19MUT[F( y( omp19MUT[R( para( el( gen( omp19( y( omp31MUT[F( y(
omp31MUT[R(para(el(gen(omp31.(
á El( resultado(de(estas(últimas(PCR( fueron( unos( fragmentos(de(ADN( que(portaban( los(
genes(delecionados,(∆bvrR,!∆bvrS,!∆omp10,!∆omp16,!∆omp19!y!∆omp31.
h 4.1.2.*Clonación*en*plásmidos*de*los*genes(inactivados
á Los(productos(finales( obtenidos(de(las( PCR( de(solapamiento(que(portaban( los( genes(
∆bvrR( y (∆bvrS! se(clonaron( en( el( vector( pGEM[T( y( los( que(portaban( los( genes(∆omp10,!
∆omp16,! ∆omp19! y ! ∆omp31( se(
clonaron( en( el( vector( pGEM[T(
Easy.( Cada( mezcla( de( ligación( se(
i n t r odu j o( e n( E .! c o l i( p a r a(





se( secuenció( con( cebadores(
universales( (Tabla* III)( para(
comprobar( que( no( se( habían(
introducido( mutaciones( no(
deseadas.
á Una( vez( verificada( la(
secuencia( de( los( insertos,( se(
subclonaron( en( el( plásmido(
pCVD[KanD,( mediante( digestión(
enzimática( con( SphI( y( SacI,(




pNV31OVL02( que,( además( de(
contener( los( genes(∆bvrR,! ∆bvrS,!
∆omp10,! ∆omp16,! ∆omp19! y!
∆omp31,( confieren( a( la( célula(
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!(((((((((((Materiales(y(Métodos((49
Figura' 9.' Descripción' esquemática' de' la' PCR' de'
solapamiento.! Esta! técnica! se! basa! en! realizar,! en! primer!
lugar,! dos! reacciones! de! PCR! independientes! (PCR1A! y!
PCR1B)!empleando!en!cada!una!de!ellas,!un!cebador!externo!
al! gen! de! interés! y! otro! interno! que! hibride! delimitando! la!
zona! del! gen! a! delecionar.! Estos! cebadores! internos! poseen!
además!una! región! complementaria! entre! ellos!que!permite,!
posteriormente,! en!una! segunda! reacción! (PCR2)!mezclando!



























transformante(resistencia( a( Kan( y(sensibilidad( a( la( Sac.( Los( plásmidos( obtenidos( y (sus(
características(se(recogen(en(la(Tabla*IV.
á Los(esquemas(de(la( inactivación(de(los(genes(de(interés(mediante(PCR(de(solapamiento(
y(la( construcción( de (los(plásmidos(recombinantes(portadores(de(los(genes( inactivados(se(
muestran(en(las(Figuras*10i15.
Tabla(III.(Oligonucleótidos(utilizados(en(la(generación(de(cepas(mutantes(de(B.!ovis(PA.
Oligonucleótidos usados para la construcción de las cepas mutantes
(los nucleótidos resaltados en negrita son secuencias complementarias a los cebadores -R OVL)
Nombre Secuencia nucleotídica 5’ - 3’ Gen diana (posición desde ATG)
BvrRS-F3 5’ - CGGAGAGTTCCTTCAGTC bvrR (-467)
BvrRSOVL-R2 5’ - TTCCGACTCCAGCGCAAT bvrR (+71)
BvrROVL-F2 5’ - ATTGCGCTGGAGTCGGAAGGCGTCGGTTATCGTTTC bvrR (+689)
BvrR-R2 5’ - CAGAACACCCAGAATGGC bvrR (+1615)
BvrSMUT-F 5’ - ATTGCGCTGGAGTCGGAA bvrS (-757)
SecRbvrRS 5’ - CCTCGCGGAACTGGTTCA bvrS (+198)
BvrSOVL-F 5’ - TGAACCAGTTCCGCGAGGTCGAGAATATCGAGCGCA bvrS (+1596)
BvrS-R 5’ - CAACAATGCCGGCAGGAG bvrS (+2214)
Omp10MUT-F 5’ - CGCTTGGCGCGCAATATG omp10 (-706)
Omp10-R OVL 5’ - AGCCAGCGCAAGCGACAT omp10 (+50)
Omp10-FOVL 5’ - ATGTCGCTTGCGCTGGCTCTTAACTGCACCTCCTCG omp10 (+335)
Omp10MUT-R 5’ - ACCGGCTCGGCCTCGTAT omp10 (+1095)
Omp16MUT-F 5’ - GATCGATACGGGTGCTTC omp16 (-722)
Omp16-R OVL 5’ - AAGGGCAATAGCGATCGG omp16 (+29)
Omp16-FOVL 5’ - CCGATCGCTATTGCCCTTACATGCTGGTCGCAGAAC omp16 (+449)
Omp16MUT-R 5’ - GCATGGCATCGTCAAGGA omp16 (+1215)
Omp19MUT-F 5’ - AATGTCCTGCCAGTCGAA omp19 (-722)
Omp19-R OVL 5’ - GCTGAGCAGACTTGCTTT omp19 (+38)
Omp19-FOVL 5’ - AAAGCAAGTCTGCTCAGCTTCGATGGCCAGACCACC omp19 (+492)
Omp19MUT-R 5’ - CAGGAAAAGCTGACGGTT omp19 (+1264)
31MUT-F 5’ - AGAATAAAACACATGCCC omp31 (-396)
31MUT-ROVL 5’ - GATGGACGCCAAAATTAC omp31 (+8)
31MUT-FOVL 5’ - GTAATTTTGGCGTCCATCGTCGGTCTGAACTACAAG omp31 (+698)
31MUT-R 5’ - GCTGAATGCGGAGATGGT omp31 (+991)
Oligonucleótidos adicionales usados para la comprobación de las cepas y plásmidos obtenidos
Nombre Secuencia nucleotídica 5’ - 3’ Gen/Plásmido diana (posición desde ATG)
Universal -F 5’ - GTTTTCCCAGTCACGAC pGEM®-T / pGEM®-T easy
Universal -R 5’ - CAGGAAACAGCTATGAC pGEM®-T / pGEM®-T easy
Sec-R BvrRS 5’ - CCTCGCGGAACTGGTTCA bvrS (+261)
Omp10 Sec 5’ - TGCAGATGCAATATCTCG omp10 (-274)
Omp16 Sec 5’ - ACAGCAAGCCCTACGGGA omp16 (-175)
Omp19 Sec 5’ - AAGCCCGCAAATTGCCAG omp19 (-292)
Omp10 -F2 5’ - ATACATGGTCCGCGGAAGG omp10 (-880)
Omp10 -R2 5’ - TGGCGCGCATCTCGTCTT omp10 (+1.331)
Omp19 -F2 5’ - CCGAACTTGTCCAGCTCA omp19 (-910)
Omp19 -R2 5’ - ATGCGGCGCTCGGTTTCA omp19 (+1421)
31MUT –F2 5’ - TATTGGCGAGGGTGCAGT omp31 (+1539)
31MUT –R2 5’ - CCTGTTTCTGTCTGCCAA omp31 (-144)
Omp10 -F3 5’ - AATGCCCCGATCATAGCC omp10 (+98)
Omp19 -F3 5’ - TCCCGGCTTGGTAATCTC omp19 (+95)
31-MAT 5’ - GCCGACGTGGTTGTTTCT omp31 (+108)
50((Materiales(y(Métodos
Tabla(IV.(Plásmidos(construidos(para(la(obtención(de(cepas(mutantes(de(B.!ovis(PA.
Plásmidos generados para la obtención de cepas mutantes de B. ovis PA
Nombre Breve descripción
pPSbvrROVL01 Gen mutante bvrR de B. ovis PA obtenido por PCR de solapamiento y clonado en pGEM-T en orientación directa a lacZ. Ampr
pPSbvrROVL02 Inserto SphI + SacI de pPSbvrROVL01 (contiene ∆bvrR) clonado en pCVDKan-D digerido con las mismas enzimas. Kanr, Sacs
pPSbvrSOVL01 Gen mutante bvrS de B. ovis PA obtenido por PCR de solapamiento y clonado en pGEM-T en orientación directa a lacZ. Ampr
pPSbvrSOVL02 Inserto SphI + SacI de pPSbvrSOVL01 (contiene ∆bvrS) clonado en pCVDKan-D digerido con las mismas enzimas. Kanr, Sacs
pNV10OVL01 Gen mutante omp10 de B. ovis PA obtenido por PCR de solapamiento y clonado en pGEM-T easy en orientación directa a lacZ. Ampr
pNV10OVL02 Inserto SphI + SacI de pNV10OVL01 (contiene ∆omp10) clonado en pCVDKan-D digerido con las mismas enzimas. Kanr, Sacs
pNV16OVL01 Gen mutante omp16 de B. ovis PA obtenido por PCR de solapamiento y clonado en pGEM-T easy en orientación directa a lacZ. Ampr
pNV16OVL02 Inserto SphI + SacI de pNV16OVL01 (contiene ∆omp16) clonado en pCVDKan-D digerido con las mismas enzimas. Kanr, Sacs
pNV19OVL01 Gen mutante omp19 de B. ovis PA obtenido por PCR de solapamiento y clonado en pGEM-T easy en orientación directa a lacZ. Ampr
pNV19OVL02 Inserto SphI + SacI de pNV19OVL01 (contiene ∆omp19) clonado en pCVDKan-D digerido con las mismas enzimas. Kanr, Sacs
pNV31OVL01 Gen mutante omp31 de B. ovis PA obtenido por PCR de solapamiento y clonado en pGEM-T easy en orientación inversa a lacZ. Ampr























2. Clonación del producto  








4. Clonación dirigida del inserto  
SphI-SacI de pPSbvROVL01 en el plásmido 
pCVDKan-D digerido con SphI-SacI 
3. Digestión enzimática de pPSbvrROVL01 
 con SphI-SacI 





BvrR-R2 BvrRSOVL-R2 BvrROVL-F2 
PCR 1A PCR 1B 
PCR 2 
(BvrRS-F3-F + BvrR-R2) 




























2. Clonación del producto  









4. Clonación dirigida del inserto  
SphI-SacI de pPSbvSOVL01 en el plásmido 
pCVDKan-D digerido con SphI-SacI 
3. Digestión enzimática de pPSbvrSOVL01 
 con SphI-SacI 
BvrSMUT-F 
bvrS 
BvrS-R SecRbvrRS BvrSOVL-F 
PCR 1A PCR 1B 
PCR 2 
(BvrS MUT-F+ BvrS-R) 















SacI SphI Δomp10 
(1636 pb) 
(1554 pb) 











2. Clonación del producto  








4. Clonación dirigida del inserto  
SphI-SacI de pNV10OVL01 en el plásmido 
pCVDKan-D digerido con SphI-SacI 
3. Digestión enzimática de pNV10OVL01 
 con SphI-SacI 
Omp10MUT-F 
omp10 
Omp10MUT-R Omp10-R OVL Omp10-F OVL 
PCR 1A PCR 1B 
PCR 2 
(Omp10MUT-F + Omp10MUT-R) 
1. Deleción de gen omp10 mediante 






























2. Clonación del producto  







(74 6 pb) 
4. Clonación dirigida del inserto  
SphI-SacI de pNV16OVL01 en el plásmido 
pCVDKan-D digerido con SphI-SacI 
3. Digestión enzimática de pNV16OVL01 
 con SphI-SacI 
Omp16MUT-F 
omp16 
Omp16MUT-R Omp16-R OVL Omp16-F OVL 
PCR 1A PCR 1B 
PCR 2 
(Omp16MUT-F + Omp16MUT-R) 
1. Deleción de gen omp16 mediante 






























2. Clonación del producto  








4. Clonación dirigida del inserto  
SphI-SacI de pNV19OVL01 en el plásmido 
pCVDKan-D digerido con SphI-SacI 
3. Digestión enzimática de pNV19OVL01 
 con SphI-SacI 
Omp19MUT-F 
omp19 
Omp19MUT-R Omp19-R OVL Omp19-F OVL 
PCR 1A PCR 1B 
PCR 2 
(Omp19MUT-F + Omp19MUT-R) 
1. Deleción de gen omp19 mediante 






























2. Clonación del producto  








4. Clonación dirigida del inserto  
SphI-SacI de pNV31OVL01 en el plásmido 
pCVDKan-D digerido con SphI-SacI 
3. Digestión enzimática de pNV31OVL01 
 con SphI-SacI 
MUT31-F 
omp31 
MUT31-R 31MUT-R OVLl 31MUT-F OVL 
PCR 1A PCR 1B 
PCR 2 
(MUT31-F + MUT31-R) 
1. Deleción de gen omp31 mediante 












á Una( vez(obtenidos( los(plásmidos( recombinantes(portadores(de(los( genes( inactivados(
∆bvrR,! ∆bvrS,! ∆omp10,! ∆omp16,! ∆omp19! y ! ∆omp31,( se( procedió( a( introducirlos( por(
electroporación((Apartado(3.9.2)(en(B.!ovis(PA.
á Las( bacterias( recombinantes( en( las( que( se(produjo(la( integración( del( plásmido (en( el(






Cepas con el plásmido integrado (portan una copia del gen silvestre y una copia del gen inactivado)
Cepa Abreviatura Breve descripción Genotipo respectoal gen de interés Fenotipo
B. ovis-pPSbvrROVL02-I bvrR-I Plásmido pPSbvrROVL02 integrado en bvrR bvrR::pPSbvrROVL02 Kan
r, Sacs
B. ovis-pPSbvrSOVL02-I bvrS-I Plásmido pPSbvrSOVL02 integrado en bvrR bvrS::pPSbvrROVL02 Kan
r, Sacs
B. ovis-pNV10OVL02-I omp10-I Plásmido pNV10OVL02 integrado en omp10 omp10::pNV10OVL02 Kan
r, Sacs
B. ovis-pNV16OVL02-I omp16-I Plásmido pNV16OVL02 integrado en  omp19 omp16::pNV16OVL02 Kan
r, Sacs
B. ovis-pNV19OVL02-I omp19-I Plásmido pNV19OVL02 integrado en omp10 omp19::pNV19OVL02 Kan
r, Sacs




Plásmido pNV31OVL02 integrado en   
la cepa B. ovis-pNVbacAOVL03
omp31::pNV31OVL02 Kanr, Sacs
Cepas mutantes con el gen de interés inactivado y cepas revertientes al genotipo silvestre
Cepa Abreviatura Breve descripción Genotipo Fenotipo
B. ovis-pNV10OVL02-M omp10-M Gen omp10 sustituido por el gen inactivado de pNV10OVL02 ∆omp10 Kan
s, Sacr
B. ovis-pNV19OVL02-M omp19-M Gen omp19 sustituido por el gen inactivado de pNV19OVL02 ∆omp19 Kan
s, Sacr




Gen omp31 sustituido por el gen 
inactivado de pNV31OVL02 en la 
cepa B. ovis-pNVbacAOVL03
∆bacA/∆omp31 Kans, Sacr
B. ovis-pNV10OVL02-R omp10-R Revertiente a genotipo silvestre omp10 Kans, Sacr
B. ovis-pNV19OVL02-R omp19-R Revertiente a genotipo silvestre omp19 Kans, Sacr
B. ovis-pNV31OVL02-R omp31-R Revertiente a genotipo silvestre omp31 Kans, Sacr
B. ovis-pNVbacAOVL03-




la( Sac,( las( cepas( en( las( que( se( produjo ( una( segunda( recombinación( homóloga( se(
seleccionaron,(sembrándolas(en(placas(de(TSA[YE[HS(suplementadas(con(sacarosa(al( 5(%(




á Al(mutante (∆bacA!de(B.!ovis(PA,(que(había(sido(obtenido (anteriormente((Martín[Martín(
et! al.,( 2012),( se( le ( introdujo,( mediante( electroporación,( el( plásmido( pPS31OVL02( que(
portaba(el(gen(∆omp31((Figura*15).






á Para( la( caracterización( genotípica( de( las( distintas( cepas( obtenidas( en( este( trabajo( se(
amplificó,(mediante(la( técnica( de(PCR( (Apartado(3.3),( el( gen( diana( de(cada( proceso(de(
mutagénesis.(Los(cebadores(empleados(se(detallan(en(la(Tabla*III(y(en(el(Apartado(1.1(de(la(
sección(Resultados.
á También(se (realizó (una(hibridación(de(ácidos(nucleicos(southern!blot((Apartado(3.7).(Para(













CO2.( Posteriormente,( de( estos( precultivos( se ( obtuvieron( otros( cultivos( en( las( mismas(
condiciones,(a( partir( de(los(cuales(se(hicieron( las(suspensiones(bacterianas(empleadas(en(
los(ensayos(que(se(describen(a(continuación.
h 5.2.2.*Recuento*en*medio*sólido*de*UFC
h A(partir( de( los( cultivos( en( TSA[YE[HS ((Apartado(5.2.1)( se (prepararon( suspensiones(




triplicado( 100( il( de( cada( dilución( en( placas( de(TSA[YE[HS (y( las( placas( se ( incubaron(
durante(7(días(a(37(ºC(en(una( atmósfera( con(un(5(%(de(CO2.(Transcurrido(este(tiempo,(se(
realizó(el( recuento (de(UFC( y(los( resultados( se(expresaron( como( la( media( ±( desviación(
estándar((D.E.)((n=3)(de(UFC/ml(en(una(suspensión(de(D.O.600nm(de(0,20.






agitación( constante(a( 116( rpm( en( un( agitador( orbital( OS(20( (BOECO),( a( 37(ºC( y(en( una(




h Para( evaluar( la( capacidad( de( autoaglutinación( a( lo( largo (del( tiempo(de(las( distintas(




las( cubetas.( El( ensayo (se( realizó (por( triplicado(y( los( resultados( se(expresaron( como(la(
media( de( los( porcentajes( de( D.O.600nm( procedentes( de( tres( ensayos( independientes,(
tomando(el(valor(de(la(D.(O.(inicial(de(cada(cepa(como(el(100(%.
* 5.3.2.*Sensibilidad*a*polimixina*B*y*desoxicolato*de*sodio
h Para( evaluar( la( sensibilidad( de( las( distintas( cepas( al( péptido( catiónico(polimixina( B(
(polimixina( B( sulfato,( Sigma[Aldrich),( se( siguió( el( protocolo (descrito ( por( Martínez( de(
Tejada( et! al.( en( 1995( (Martínez( de( Tejada( et! al.,( 1995).( Se( prepararon( suspensiones(
bacterianas(en(PBS (a( una( D.O.600nm(de(0,2(y(se(diluyeron( convenientemente(hasta( obtener(




el( pocillo (fue(de(1(mg/ml.( La(mezcla( se (incubó(1(hora( a( 37( ºC(y(después(se(sembró,(por(
triplicado,(a(razón(de(50(il(por(placa,(en(placas(de(TSA[YE[HS (que(se(incubaron(a(37(ºC(en(
una( atmósfera( con( 5(%( de(CO2( durante(7(días.(Transcurrido(el( tiempo(de(incubación,(se(
determinó (el(número(de(colonias(crecidas,(y(los(resultados(se(expresaron( como(la(media(
del(porcentaje(de(UFC/placa(±(D.E.(de(tres(experimentos(independientes,(estimando (como(
el( 100(%(de(supervivencia,(el(recuento(obtenido(tras(la(exposición( de(cada( cepa( a( PBS (sin(
agente((control(negativo).





h La( sensibilidad( al( peróxido(de(hidrógeno (de( las( distintas( cepas( se (evaluó(usando(el(
protocolo ( descrito( por( Elzer( et! al.( en( 1994( (Elzer( et! al.,( 1994b)( con( unas( pequeñas(
modificaciones.(Se(prepararon(suspensiones(bacterianas(en( PBS (a(una(D.O.600nm( de(0,2(y(a(
continuación(se(sembraron(100(il,(por( triplicado,(en(TSA[YE[HS.(Después,(se(colocó(en(el(
centro(de(cada( placa(un(disco (de(papel(Whatman( 3MMChr(de(9(milímetros(y(sobre(él(se(
depositaron(10(il(de(H2O2(al(30(%((Sigma[Aldrich).(Las(placas(se(incubaron(a(37(ºC(en(una(













un( 10(%( (v/v)( de( suero(bovino( fetal( (FBS,(GIBCO®,( Invitrogen)( (medio(DMEM[FBS).( El(
mantenimiento(de(las(células(se(llevó(a( cabo (mediante (dilución(en(medio(fresco(cuando(el(
crecimiento (celular(alcanzaba( el( 75(%(de(la(placa.(Para( ello,(en( primer( lugar( se(llevaba(a(
cabo(un( lavado(con( TEN( (Tris[HCl( 40mM,(EDTA[Na2+( 1mM(y(NaCl( 150mM,(a( pH( 7,5),(
después( las( células( se(desprendían( de(la( placa( mediante(raspado((Cell! Scraper,(Nunc)( y(
posteriormente,( tras( ser( resuspendidas,( se( diluían( 1:4( en( el( medio( de( cultivo ( y ( se(
distribuían( en( nuevas(placas(de(cultivo.( El( seguimiento(de( los( cultivo(se( realizó(con( un(




Para( ello,( utilizando( para( su( recuento( una( cámara( de( Neubauer,( se( prepararon(
suspensiones(celulares(en(medio(DMEM[FBS (a( una( concentración(de(1x105( células/ml,(se(
distribuyeron(en(placas(de(96(pocillos(a(razón(de(200(il/pocillo(y(se(incubaron(24(horas.
h Por(otro (lado,(también(fue(necesario(preparar(suspensiones(bacterianas(de(las(cepas(que(
iban( a( ser( estudiadas( a( una( multiplicidad( de( infección( (MOI)( de( 200.( Para( ello,( se(
prepararon(suspensiones(bacterianas(en(PBS(a(una(D.O.600nm(de(0,2(que,(considerando(los(
resultados( obtenidos( con( cada( cepa( en( el( análisis( del( crecimiento( en( medio( sólido(
(Apartado(5.2.2),( se(diluyeron( convenientemente(en( medio(DMEM[FBS (hasta( alcanzar( la(
concentración( requerida.( Las( concentraciones( exactas( en( cada( suspensión( bacteriana( se(
determinaron( retrospectivamente( mediante( siembra( en( placas( de( TSA[YE[HS,( por(
triplicado,(de(100(il(de(una(dilución(con(alrededor(de(1(x(103(UFC/ml.




300( il( medio( de( cultivo( y ( se( volvieron( a( incubar( con( 370( il( de( medio( DMEM[FBS(
suplementado (con( 100(ig/ml( de(gentamicina( (Sigma[Aldrich),( con( el( fin( de(eliminar( las(
bacterias(extracelulares.
h A(distintos(tiempos(post[infección,(considerando(como(punto (inicial(de(análisis((tiempo(
=( 0( horas)( el( transcurrido (tras( una( hora( de( incubación( con( gentamicina,( las( células( se(




á Tras( la( incubación,( se( realizaron( los( recuentos( de( las( colonias( crecidas,( los( datos(





h A(partir(de(cada( cepa( objeto(de(estudio ((las(cepas(mutantes(∆omp10,!∆omp19,!∆omp31,!
∆bacA/∆omp31( de(B.! ovis! PA(y (la( cepa( parental(B.! ovis( PA)! se( prepararon( suspensiones(
bacterianas(en( PBS(a( una( D.O.600nm( de(0,2,(que(se(diluyeron( adecuadamente(en( PBS (para(
obtener(una(concentración(estimada(de(2x106(UFC/ml.
h Los(animales,(divididos(de(forma( aleatoria(en(grupos,(recibieron(500(il(de(cada(una(de(
estas(suspensiones(por(vía( IP((dosis(administrada:( 1x106( UFC/ratón).(Las(concentraciones(
exactas( en( cada( suspensión( bacteriana( se( determinaron( retrospectivamente( mediante(
siembra,(por(triplicado,(de(100(il(de(una(dilución(con(alrededor(de(1(x(103(UFC/ml.
h A(las(semanas(3(y(8(p.i.,(se(sacrificaron(5(animales(por(cada(grupo,(se(les(extrajo(el(bazo(
en( condiciones(de(esterilidad( y(se(realizó (el( recuento (de(UFC/bazo(de(la( cepa( bacteriana(
previamente(inoculada.
h Para( realizar(dicho(recuento,(cada(bazo(se(pesó (y(se(homogeneizó(individualmente,(en(
una(bolsa( estéril,(en(un(volumen(de(PBS (9(veces(su( peso((dilución( 1:10(p/v),(usando(para(
ello ( un( Stomacher®( 80( BIOMASTER( (Seward).( A( partir( de ( esta( primera( dilución( se(
realizaron(diluciones(decimales(seriadas(de(las(que(se(sembraron(100(il(en(placas(de(TSA[
YE[HS(por( triplicado.(Las(placas(se(incubaron(a( 37(ºC(en( una( atmósfera( con( 5(%( de(CO2(
durante(7(días(y (se(realizó(el(recuento(y(confirmación( de(las(colonias(en(aquella( dilución(












h Considerando(los( resultados(disponibles( de(los( ensayos( previos( de(virulencia( (Caro[
Hernández(et!al.,(2007;(Martín[Martín(et!al.,(2012),(las(dosis(vacunales(seleccionadas(fueron(




y( de( la( vacuna( clásica( B.! melitensis( Rev1( (dosis:( 1x105( UFC/ratón).( Las( concentraciones(
exactas( en( cada( suspensión( bacteriana( se( determinaron( retrospectivamente( mediante(
siembra,(por(triplicado,(de(100(il(de(una(dilución(con(alrededor(de(1(x(103(UFC/ml.
á Se(inocularon(5(ratones(por(cepa(con(500(il(de(las(suspensiones(bacterianas(por(vía(IP(y(








10(p.i.,( se( sacrificaron( 5( animales( de( cada( grupo(y(se( les( extrajo( el( bazo (para( hacer( el(
recuento(de(UFC.(Este(recuento(se(llevó(a(cabo (como (se(describe(en(el(Apartado(5.5,(con( la(
















determinaron( retrospectivamente( mediante( siembra,( por( triplicado,( de( 100( il( de( una(
dilución(con(alrededor(de(1(x(103(UFC/ml.(
á Para( el( análisis(de(anticuerpos( en( suero(y(citocinas(endógenas(en( bazo,( como(control(
negativo,(se(incluyó(un(grupo(de(animales(inoculado(con(500(il(de(PBS.(
á A(los(días(1,(3,(7,(14,(21(y(28(p.i.,((en(el(caso(de(las(cepas(mutantes(∆omp25d(y!∆omp22,(de(
la( cepa(vacunal(B.!melitensis(Rev1(y(de(la( parental(B.!ovis(PA)(y (a( los(días(7,(14(y(28((en(el(
caso(de(las(cepas(mutantes(∆vjbR(y !∆virB2),(se (extrajeron(muestras(de(sangre(de(5(animales(
de( cada( grupo( para( analizar( los( niveles( de( anticuerpos( en( suero( (Apartado( 6.3).(
Seguidamente,(los(ratones(se(sacrificaron(y(se(les(extrajo (el(bazo (para(analizar(los(niveles(de(
citocinas((Apartado(6.2)(y (hacer( el( recuento(de(UFC/bazo.(Este(recuento(se(llevó (a( cabo(
como(se(describe(en( el(Apartado(5.5( con( la( única( diferencia( que(se(usó (como(diluyente(
solución( salina( de(Hanks( (HSBB,( DIFCO)( en( vez(de(PBS.( Los( resultados( se( expresaron(




inicial( del( bazo,( no(usado (en( el( recuento( anterior,( se( suplementó( con( CHAPS((Sigma[
Aldrich)(a(una(concentración(final(del(1(%.(Este(macerado,(se(incubó (durante(1(hora(a(4(ºC(




á El( ensayo( se( llevó( a( cabo( mediante( inmunoensayos( enzimáticos( en( sándwich(
comerciales((BD(OptEIATM(Mouse(IL1α(ELISA(Set,(Mouse(IL10(ELISA(Set,(Mouse(IL12p40(
ELISA(Set,(Mouse(TNFα(ELISA(Set( y (Mouse(IFNγ( (AN[18)(ELISA(Set( de(BD(Biosciences,(
respectivamente)( según( las( instrucciones( facilitadas( por( el( fabricante.( Los( límites( de(
detección(de(la( técnica(para(cada( citocina( son:(31,3(pg/0,1g (de(IL1α,!31,3(pg/0,1g (de(IL10,(
15,6(de(IL12p40(y(TNFα(y(3,1(pg/0,1g(de(IFNγ.
á Los( resultados( se( expresaron( como(la( media( ±(D.E.( (n=5)( de( los( picogramos( (pg)( de(
citocina( por( 0,1( g( de( bazo ( analizado.( A( cada( dato( individual( se ( le( había( restado(
previamente(el(valor(de(la(media(obtenida(con(los(ratones(control(negativo.
h 6.3.*Evolución*en*suero*de*anticuerpos*frente*a*células*enteras*de*B.(ovis
h La( sangre(extraída( a( distintos(tiempos(p.i.( (Apartado(6.1.3)(se(dejó (reposar( durante(8(
horas,(para(que(se(produjera(su(coagulación,(se(centrifugó(a(800(x(g(durante(5(minutos(y (se(
recogió( el( suero( resultante.( Las( muestras( de( suero( se ( analizaron( mediante( I[ELISA(
(Vizcaíno(et! al.,(2004)(para(evaluar(los(niveles(de(anticuerpos(de(la(clase(IgG(y(las(subclases(
IgG1,( IgG2a,( IgG2b( capaces( de( reaccionar( con( células(enteras( de(B.! ovis( PA.( Para( ello,( las(
muestras(convenientemente(diluidas(para(cada(ensayo,(se(incubaron(con(células(enteras(de(




conjugados(con(peroxidasa((dilución(1/4000)(y (una(solución(de(ABTS (como(sustrato(para( la(
peroxidasa.(Como(control(negativo(se(utilizó(el(tampón(de(dilución.(
á Los(resultados(de(los(niveles(de(anticuerpos(de(la( clase(IgG(se(expresaron( como(el( log(
del(título(±(D.E.((n=5),(considerando (que(el(título(es(el(inverso(de(aquella(dilución(donde(el(
resultado(de(la( absorbancia( a( 405(nm( (A405nm)(obtenida( es(el(doble(que(el( resultado(de(la(




h Para( la( inmunización,( los( ratones( se ( distribuyeron( aleatoriamente( en( grupos( de( 5(








h Transcurridas( 4( semanas( desde( la( vacunación,( los( animales( inmunizados( según( lo(








el( contrario(eran( restos( de( la( cepa( vacunal,( se (procedió(de(diferente(manera.( Si( la( cepa(
vacunal(portaba(un(gen(de(resistencia(a( antibiótico(se(realizaron( recuentos(dobles(en(TSA[
YE[HS(y (en( TSA[YE[HS (suplementado(con( el( antibiótico(necesario( (Kan( para( las( cepas(
mutantes(∆omp25d!y !∆omp22(de(B.!ovisD.E.y(Estrep(para(B.!melitensis(Rev1)(de(manera(que(
el(número (de(UFC(de(B.!ovis( PA(se(obtuvo(restando(el(número(de(UFC(obtenido(en(TSA[
YE[HS(con( antibiótico (al( número(obtenido(en( TSA[YE[HS.( Cuando( la( cepa( vacunal( no(
presentaba(resistencia( a(ningún(antibiótico((como(es(el( caso(de(la( cepa(mutante(∆vjbR)(se(
procedió(a( analizar( el( 10(%( de(las( colonias( contadas(mediante(PCR( (Apartado(3.3).( Los(
oligonucleótidos(que(se(emplearon(en(la(confirmación(fueron(vjbR(MUT[F(+(vjbR(MUT[R.
h Finalmente,(los(resultados(se(expresaron( como(la(media( ±(D.E.((n=5)(del( log (UFC/bazo(
de(B.!ovis(PA.
h 6.5.* Análisis* de* citocinas* producidas* por* esplenocitos* murinos* tras* un* segundo*
estímulo*in(vitro*con*B.(ovis*PA
h Este(estudio(se( realizó(con( grupos(de(5(ratones( inmunizados( como(se(describe(en( el((
Apartado(6.4.1(con(las(cepas(mutantes(∆omp25d(y(∆omp22(de(B.!ovis(PA,(la(cepa(vacunal(B.!
melitensis(Rev1(y(PBS,(respectivamente.(





medio( básico( (DMEM,( GIBCO)( con( homogeneizadores( para( tubos( de( Falcon®.( Los(
homogeneizados(resultantes,(se(centrifugaron(durante(5(minutos(a(1500(x(g.(El(sedimento(
obtenido(se(resuspendió(en(10(ml(de(tampón(de(lisis(de(eritrocitos((Cloruro(de(amonio(154(
mM,(Bicarbonato(potásico(10(mM(y(EDTA[Na2+( 0,082(mM),(se(mantuvo (en(hielo (5(minutos(
y(posteriormente(se (lavó (dos(veces(con(10(ml(de (medio(completo((RPMI(1640,(Suero(Bovino(
Fetal( 10( %,( L[glutamina( 4( mM,( Piruvato( Sódico ( 1( mM,( 2[mercaptoetanol( 5x10[2( mM,(
GIBCO).( Una( vez( realizado(el( último(lavado,( las( células( se(resuspendieron( en( 1(ml( de(
medio( completo( suplementado( con( 100( ig/ml( de( gentamicina( (Sigma[Aldrich).( Para(




de(24(pocillos( (Nunc)(a( razón( de(1(ml/pocillo(o(lo(que(es(lo (mismo(4x105( células/pocillo.(
Posteriormente,( se( estimularon( in! vitro( con( B.! ovis( PA( inactivadas( por( calor( durante( 50(
minutos(a(65ºC((1x107(UFC/pocillo),(Concanavalina(A((Concentración(final:(10(ig/pocillo)(o(
con(medio(completo((dos(pocillos(en(cada( caso).(Después,(las(placas(se(incubaron( a( 37(ºC(
durante( 72(horas( en( atmósfera( húmeda( con( el( 5(%( de(CO2.( Transcurrido(el( periodo(de(
incubación,(se (centrifugó(el( contenido (de(cada( pocillo(a( 1400(x( g(durante(5(minutos(para(





á Las(comparaciones(estadísticas(entre(diferentes(grupos(se (llevaron(a( cabo (empleando (el(






h 1.* Análisis* de* la* implicación* en* la* virulencia* de* B.( ovis* de* distintos* genes*
relacionados*con*la*ME*y*la*virulencia*de*cepas*lisas*de*Brucella*spp.
á Este(estudio (se(llevó(a( cabo(con( el( objetivo(de(profundizar( en( el( conocimiento(de(los(
mecanismos(de(virulencia( de(B.!ovis( e(incrementar( el( panel( de(mutantes(atenuados(de(B.!
ovis(disponibles(en(el(laboratorio(para(el(posterior(análisis(de(su(interés(como(vacunas.
á En(primer(lugar,(se(abordó (la(construcción(de(cepas(mutantes(en(el(sistema(regulador(de(
dos( componentes( BvrR/BvrS (y( en( las( lipoproteínas( de(ME( Omp10,( Omp16( y( Omp19.(
Asimismo,(se (construyó(un(doble(mutante(en(los(genes(omp31(y(bacA,(ambos(relacionados(
con( la(ME,(para( evaluar( si( la( acumulación(de(estas(dos(mutaciones,(que(individualmente(
no(afectan(a(la(virulencia(de(B.!ovis((Caro[Hernández(et!al.,(2007;(Martín[Martín(et!al.,(2012),(
conducen(a( una(atenuación( y/o(modificación(de(las(propiedades(relacionadas(con( la(ME.(
Con(el( objeto(de(poder( establecer( comparaciones(entre (el(doble(mutante!∆bacA/∆omp31( y(
los(respectivos(mutantes(simples,(y (considerando(que(el(gen(omp31(se(había(sustituido(por(
un( gen( de(resistencia( a( kanamicina( en( el(mutante(∆omp31( previamente(obtenido((Caro[
Hernández(et! al.,( 2007),( también( se(construyó(un(mutante(∆omp31( empleando(la( PCR( de(
solapamiento.
á Tras(realizar( la(caracterización(genotípica( y(analizar( sus(características(de(crecimiento,(
los(mutantes(obtenidos(se(sometieron(al(análisis(tanto(de(su(virulencia,(realizando(ensayos(
de(infección( en( cultivos(de(macrófagos(murinos(y(estudios(de(la( cinética( de(colonización(
esplénica( en( ratón,(como (de(una( serie(de(características(relacionadas(con( las(propiedades(
de(la(ME.
h 1.1.*Construcción*de*cepas*mutantes*de*B.(ovis*PA
h Las(cepas(mutantes(de(B.!ovis( PA(se(generaron( reemplazando,(a( través(de(procesos(de(
recombinación( homóloga,( cada( gen( silvestre( por( otro( inactivado.( La( inactivación( de(los(
genes(de(interés(se(realizó(mediante(PCR(de(solapamiento,(para(evitar(un(efecto (polar(en(la(
mutación,(y(la( transformación(bacteriana(de(las(cepas(del(género (Brucella (se(llevó(a( cabo(
mediante(electroporación.(La(metodología(empleada(se(describe(con(detalle(en(el(Capítulo(
4(de(Materiales(y(Métodos.
á Como (resultado(de(la( electroporación( de(B.!ovis! PA(con( los( plásmidos( recombinantes(
pNV10OVL02,( pNV16OVL02,( pNV19OVL02,( pPS31OVL02,( pPSBvrROVL02( y(
pPSBvrSOVL02(portadores( de( los(genes(de( interés( inactivados( (Tabla* V),( se(obtuvieron(
cepas(en(las(cuales(los(plásmidos(se (habían( integrado(en(el( cromosoma(bacteriano(por(un(
proceso(de (recombinación( homóloga( por( entrecruzamiento (simple.(Las(cepas(resultantes,(
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á A(continuación,( estas( cepas(se(cultivaron( en( medio(suplementado(con( sacarosa,( para(
seleccionar( las( bacterias( en( las( que( se( había( producido ( un( segundo( entrecruzamiento(
simple(que(origina(la(pérdida(del(plásmido(pCVDKan[D(portador(del(gen(sacB(y(con(ello(la(
obtención( de( una( cepa( mutante( o( de( una( cepa( revertiente( al( genotipo ( silvestre.( Este(
segundo(entrecruzamiento(dio(lugar(a( las(cepas(mutantes(deseadas(en(el(caso(de(los(genes(
omp10,!omp19!y !omp31,(pero(en(el(caso(de(los(genes(omp16,!bvrR!y !bvrS(siempre(dio(lugar(al(
genotipo(revertiente(silvestre,( no (consiguiéndose(obtener( ninguna( cepa(mutante(en( estos(
genes.
h La(cepa(doble(mutante(se(obtuvo(de(manera(similar(reemplazando (en(una(cepa(mutante(




á 1.2.* Caracterización* inicial* de* las* cepas* mutantes* de*B.( ovis* PA* obtenidas* en* este*
trabajo*
h 1.2.1.*Verificación*genotípica
á La( deleción( de( los( genes( omp10,! omp19!y! omp31( en( cada( una( de( las( cepas( mutantes(
generadas( se( confirmó (mediante(amplificación( del( gen( de( interés( por( PCR,( análisis( del(
genoma(bacteriano(por(southern!blot(y(secuenciación(de(la(región(del(genoma( implicada(en(
los(procesos(de(recombinación((Capítulo(3(de(Materiales(y(Métodos).
á Se( realizaron( amplificaciones( por( PCR( utilizando( los( cebadores( externos( al( gen( de(
interés( (Tabla* V),( omp10MUT[F( y ( omp10MUT[R( para( el( gen( omp10,( omp19MUT[F( y(
omp19MUT[R(en(el(caso(del(gen(omp19(y(finalmente(31MUT[F(y(31MUT[R(para(omp31.(
á Los(resultados(de(las(electroforesis(de(los(productos(de(PCR(se(muestran(en(la(Figura*16*
B,(Figura*17*B(y (Figura*18*BiC.(Para( cada(uno(de(los(genes( implicados(en( el(proceso (de(
mutación(se(observaron(los(resultados(esperados(tomando(como(referencia(el(genoma(de(B.!





en( cada( cepa(mutante(se(verificó,(además,(mediante(una( reacción(de(PCR(empleando (un(
cebador( externo(a( la( región(delecionada(y(un(cebador( interno ((omp10MUT[F(y(omp10[F3(
para(el(gen(omp10,(omp19MUT[F(y(omp19[F3(para(el(gen(omp19(y (31MUT[F(y(31[MAT(para(
el(gen(omp31).(Como(era(de(esperar,(no(se(obtuvo(amplificación(en(las(cepas(mutantes(pero(
sí(en( las( cepas( revertientes,( en( las(cepas(con( el( plásmido(integrado(y(en( la( cepa(parental(
(datos(no(mostrados).
á Las(hibridaciones(de(ADN[ADN(por(southern!blot( se(realizaron(usando (como(sondas(los(
plásmidos(portadores(de(cada( gen(mutado(pNV10OVL02,( pNV19OVL02(y(pPS31OVL02(
(Tabla*IV)(marcados(con(DIG.(Los(esquemas(con( los(genotipos(y(con( los(tamaños(de(los(






fragmentos( esperados(para( la( cepa( revertiente(y(parental( se( revelaron( como(una( única(
banda( (Figura*16*C.*Carriles*PA*y* R)(debido (a( que(tienen( un( tamaño(muy(parecido.(De(
manera( similar,( en( la( cepa( con( el( plásmido( integrado( en( el( cromosoma( (omp10[I),(
esperábamos(obtener(7(fragmentos(de(4721,(4574,(2939,(1854,(841(y(423(pb(que(hibridaran(
con( la( sonda(pero(solo(se (observaron(5(bandas,(ya( que(los( fragmentos(de(4712(y(4574(pb(
aparecieron( como(una(única( banda( y (la(banda(de(423(pb(es(demasiado(pequeña( para( ser(
detectada(en(las(condiciones(empleadas((Figura*16*C.*Carril*I).
á En( el( caso ( del( gen( omp19,( se( observó ( un( fragmento( de( 3819( pb( tanto( en( la( cepa(














Figura' 16.' Verificación' genotípica' de' B.# ovis–
pNV10OVL02<M' (Δomp10).' A.' Esquema( del(
genotipo(relativo(al(gen(omp10(que(presentan(la(cepa(
parental( B.( ovis( PA,( el( mutante( (omp10:M),( el(
revertiente( (omp10:R)( y( la( cepa( con( el( plásmido(
integrado( en( el( genoma( (omp10:I).( Se(muestran( los(




omp10:M( (M),( omp10:I( (I)( y( omp10:R( (R),( con( los(
oligonucleótidos(omp10MUT:F(y(omp10MUT:R.( (El(
carril(C1(corresponde(al(marcador(1kb(DNA(ladder(de(
Promega.( C.' Resultados( obtenidos( en( el( análisis(
genético( mediante( southern( blot( de( las( cepas( B.( ovis(
PA( (PA),( omp10:M( (M),( omp10:I( (I)( y( omp10:R( (R).(
Los(carriles(C1(y(C2,(corresponden(a(los(patrones(de(
ADN(VI( y( III( de( Roche,( respectivamente,( revelados(
con( una( sonda( de( ellos( mismos( marcada( con(
digoxigenina((VI(+(III).C
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Figura' 17.' Verificación' genotípica' de' B.# ovis–
pNV19OVL02=M' (Δomp19).' A.' Esquema( del(
genotipo(relativo(al(gen(omp19(que(presentan(la(cepa(
parental( B.( ovis( PA,( el( mutante( (omp19:M),( el(
revertiente( (omp19:R)( y( la( cepa( con( el( plásmido(
integrado( (omp19:I),( mostrándose( los( puntos( de(
corte(de(la(enzima(de(restricción(HindIII(utilizada(en(
el( southern( blot( y( el( plásmido( usado( como( sonda(
marcada( con( DIG.( B.' Resultados( obtenidos( en( la(
amplificación(por(PCR(de( las( cepas(B.( ovis(PA( (PA),(
omp19:M( (M),( omp19:I( (I)( y( omp19:R( (R),( con( los(
oligonucleótidos(omp19MUT:F(y(omp19MUT:R.( (El(
carril(C1(corresponde(al(marcador(1kb(DNA(ladder(de(
Promega.( C.' Resultados( obtenidos( en( el( análisis(
genético( mediante( southern( blot( de( las( cepas( B.( ovis(
PA( (PA),( omp19:M( (M),( omp19:I( (I)( y( omp19:R( (R).(
Los(carriles(C1(y(C2,(corresponden(a(los(patrones(de(
ADN(VI( y( III( de( Roche,( respectivamente,( revelados(





















































PA R M I 
pb 







Δomp31).*A.*Esquema(del( genotipo( relativo( al( gen( omp31(B.*
Resultados( obtenidos( en( la( amplificación( por( PCR( de( las(
cepas( B.( ovis( PA( (PA),( bacA>M,( bacA/omp31>M( (M),( bacA/
omp31>I( (I)( y( bacA/omp31>R( (R),( con( los( oligonucleótidos(
31MUT>F( y( 31MUT>R.( C.* Resultados( obtenidos( en( la(
amplificación(por(PCR(de(las(cepas(B.(ovis(PA((PA),(omp31>M(
(M),( omp31>I( (I)( y( omp31>R( (R),( con( los( oligonucleótidos(
31MUT>F( y( 31MUT>R.( En( las( electroforesis( el( carril( C1(
corresponde( al( marcador( 1kb( DNA( ladder( de( Promega.( D.*
Resultados( obtenidos( en( el( análisis( genético( mediante(
southern( blot( de( las( cepas( B.( ovis( PA( (PA),( bacA>M,( bacA/
omp31>M( (M),( bacA/omp31>I( (I)( y( bacA/omp31>R( (R).* E.*
Resultados( obtenidos( en( el( análisis( genético( mediante(
southern( blot( de( las( cepas( B.( ovis( PA( (PA),( omp31>M( (M),(
omp31>I( (I)( y( omp31>R( (R).( Los( carriles( C1( y( C2,(
corresponden( a( los( patrones( de( ADN( VI( y( III( de( Roche,(
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á La( verificación( genotípica( de( las( cepas(mutantes( ∆omp10,(∆omp19,( ∆omp31( y !∆bacA/
∆omp31( de( B.! ovis( PA( se( completó( con( la( determinación( de( la( secuencia( completa( de(
nucleótidos(de(la( región( implicada( en( los(procesos(de(recombinación.(Para(ello,(se(realizó(
una( amplificación( por(PCR(con( los(cebadores(omp10[F2(y(omp10[R2(para( el( gen( omp10,(
omp19[F2( y( omp19[R2(para( el( gen( omp19( y( 31MUT[F2( y (31MUT[R2(para( el( gen( omp31(
(Tabla*III),(que(son(cebadores(externos(a(la(región(de(recombinación.(La(secuenciación(de(
los( productos( amplificados( proporcionó( los( resultados( esperados,( no ( observándose(
modificaciones(no(deseadas(en(la(secuencia(de(nucleótidos.
á 1.2.2.*Análisis*del*crecimiento*en*medio*sólido*y*líquido
á Una( vez( confirmada( la( correcta( deleción( de (los( genes( de( interés( se( llevó( a( cabo( un(
análisis(del(crecimiento(in!vitro(en(medio(sólido(de(las(cepas(mutantes(y(en(medio(líquido(
de( las( cepas(mutantes( y( revertientes( obtenidas,( utilizando(B.! ovis( PA( como(control( del(
patrón(de(crecimiento.
á Crecimiento!en!medio!sólido
á Para( analizar( el( crecimiento( en( medio(sólido,( se( realizaron( recuentos( de (UFC/ml( en(
placas(de(TSA[YE[HS(a(partir(de(suspensiones(bacterianas(de(D.O.600nm(0,2((Apartado (5.2.(
de(Materiales( y(Métodos).(Aunque( las( diferencias( no (fueron( drásticas,( los( recuentos( de(
UFC/ml( fueron( ligeramente(menores( en( las(cepas(mutantes(∆omp10,! ∆omp19,!∆omp31( y(
∆bacA/∆omp31(de(B.!ovis(PA(que(en( la( cepa(parental(B.!ovis(PA((Tabla*VI).(Todas(las(cepas(
mutantes( desarrollaron( un( tamaño( de( colonia(
similar(al(de(la(cepa(parental(B.!ovis(PA(tras(6(días(
de(incubación( (Figura* 19*AiB).(Sin( embargo,( las(
colonias( de( las( cepas( B.! ovis( ∆omp31( y( B.! ovis!
∆bacA/∆omp31! empezaron( a( visualizarse( tras( 96(
horas(de(incubación,(lo(que(supone(un( retraso(de(
24( horas( con( respecto( a( la( cepa( parental( y( las(











media ± D.E. (n=3)
PA 9,55 ± 0,03
omp10-M 9,30 ± 0,09*
omp19-M 9,29 ± 0,17*
omp31-M 9,26 ± 0,03*
bacA/omp31-M 9,19 ± 0,00**
Simbología:(
*( P≤0,05,( **P≤0,005,( indican( una(
diferencia( estadísticamente ( significativa(










B.!ovis! ∆omp19( fue(de(1,34(y(1,26( respectivamente,(mientras(que(la( cepa( mutante!B.!ovis(
∆omp31,(B.!ovis(PA(y(los(tres(revertientes(los(valores(de(D.O.600nm(llegaron(a(valores(de(entre(
1,54( y( 1,56.( Las( cepas( mutantes( ∆omp10( y( ∆omp19 ( mantuvieron( valores( de( D.O.600nm(
ligeramente(inferiores(a( los(observados(con(la(cepa(parental(hasta(el(final(del(experimento(
(69( horas(de( incubación)( (Figura* 20*AiB).( Tanto( la( cepa( mutante(∆omp31( como(la( cepa(
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8,90x109 3,15x109 7,45x109 3,90x109 6,10x109 6,40x109 9,70x109 1,24x1010 2,45x109 1,26x1010
24 horas




1,04x1010 9,10x109 1,41x1010 6,90x109 1,26x1010 1,80x1010 1,35x1010 1,11x1010 1,27x1010 1,13x1010
48 horas
1,54 1,34 1,56 1,26 1,54 1,55 1,55 1,60 1,63 1,62
************************************************************************************************************************************************************************Resultados((79
á En( ellos( podemos(destacar( que(a( tiempo(0(horas,( en( que( la( D.O.600nm( (0,05)( era( igual(
para( todas(las(cepas,(se(observaron(pequeñas(diferencias(en( los(recuentos(de(UFC/ml(que(
no(resultaron( estadísticamente(significativas.(A(las(24(horas(la( cepa(mutante(∆omp10(y (la(
cepa( mutante( ∆omp19( mostraron( recuentos( bastante( inferiores( a( la( cepa( parental,(
diferencias(que(también(se(habían(puesto (de(manifiesto(en(la(medida(de(la(D.O.600nm.(Con(el(












líquido(a( una( D.O.600nm( de(0,8( y (posteriormente,( sin( agitación,( se (fueron( analizando (las(
variaciones( que( sufría( este( valor( de( D.O.( a( lo( largo( del( tiempo ( (Apartado ( 5.3.1( de(






del( experimento( a( las( 49( horas( (Figura* 21).( El( mutante(B.! ovis( ∆omp10( presentó( una(









á En( la(misma( línea( de(seguir( analizando(si( las(mutaciones(originadas(en(la( cepa(B.!ovis(
PA( causaban( alteraciones( en( la( ME( que( pudiesen( provocar( una( disminución( de( la(
virulencia( de( la( bacteria,( realizamos( varios( ensayos( para( evaluar( si( la( capacidad( de(
resistencia( al( efecto ( bactericida( de( ciertos( compuestos( se ( veía( alterada( en( las( cepas(
mutantes.(Para(ello,(llevamos(a(cabo(un(estudio(de(la( sensibilidad(que(mostraban(las(cepas(
obtenidas(en( este(trabajo (a( la( acción( bactericida(de(la( polimixina( B(y(del(desoxicolato (de(
sodio,(determinando(las(tasas(de(supervivencia(que(presentaban(tras(ser(expuestas(durante(
1(hora( a( una( concentración( de(1(mg/ml( de(polimixina( B(y(de(0,1(mg/ml( de(desoxicolato(
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sódico.( En( ambos( casos,( se( consideró(como(100%( de( supervivencia( el( recuento (de(UFC(
obtenido(tras(la( incubación(de(cada(cepa(solo(en(PBS(durante(el(mismo(periodo(de(tiempo(
(Apartado(5.3.2(de(Materiales(y(Métodos).
á La( cepa( parental( presentó (un( porcentaje( de( supervivencia( próximo( al( 80( %( tras( la(
exposición(a(polimixina(B((Figura*22*A)(y(ni(la(cepa(B.!ovis(∆omp19(ni(ninguna(de(las(cepas(
revertientes( silvestres( mostraron( diferencias( significativas( con( la( cepa( parental.( Sin(
embargo(la( cepa(B.!ovis(∆omp10(presentó(un(porcentaje(de(supervivencia(del(42,9±2,3(%,(lo(
que( fue( significativamente(menor( (P≤( 0,005)( que( lo( observado( en( la( cepa( parental.( El(
mutante(que(presentó(mayor(sensibilidad(a(la(polimixina(B(fue(el(∆omp31!de(B.!ovis!PA,(ya(
que(solo(un( 15,1±9,5(%(de(las( células(fue(capaz(de(crecer( tras( la( exposición( al( agente.(El(
doble(mutante!∆bacA/∆omp31,( mostró(un( porcentaje(de(supervivencia( del( 60,2±6,8(%,( lo(
cual(no(fue(significativamente(diferente(de(B.!ovis(PA(pero(sí((P≤(0,05)(del(mutante(∆bacA!de(
B.!ovis!PA((91,3±4,4(%).
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Sensibilidad a polimixina B Sensibilidad a desoxicolato sódico 
Figura' 22.' Sensibilidad' a' la' exposición' a' polimixina' B' (A)' y' desoxicolato' de' sodio' (B)' de' las' cepas'
mutantes'y'revertientes'silvestres'de'B.#ovis'PA'obtenidas'en'este'trabajo.!A@B.!Se!muestran!los!porcentajes!
de!supervivencia!de!cada!cepa!tras!su!exposición!durante!1!hora!a!concentraciones!de!1mg/ml!de!polimixina!






























la( cepa,( sin( observarse( diferencias( estadísticamente( significativas( entre ( ellos.( Por( el(
contrario,( los(mutantes(∆omp10,(∆omp31( y( el( doble(mutante(∆bacA/∆omp31! presentaron(










de( inhibición( generados( y( se ( calculó ( para( cada( cepa( la( media( ±( D.( E.( de( los( valores(
obtenidos( provenientes( de( tres( placas( independientes( (Apartado( 5.3.3( de(Materiales( y(
Métodos).(Los(resultados(obtenidos(se(muestran(en( la(Figura*23(donde(podemos(observar(
cómo(la( sensibilidad( al( peróxido(
de(hidrógeno (en( todos( las(cepas(




e n t r e ( 5 2 [ 5 6( mm ,( q u e( l a(
sensibilidad( mostrada( por( la(
cepa(parental(B.!ovis( PA(y(por(el(
mutante( ∆bacA( de( B.! ovis( PA(
(diámetro( medio( ligeramente(
inferior( a( 50( mm).( Las( cepas(
revertientes(al( genotipo(silvestre(
se ( comportaron( de( manera(
similar(a(B.!ovis(PA.
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Figura' 23.' Sensibilidad' al' peróxido' de' hidrógeno' de' las'
cepas' mutantes' y' revertientes' silvestres' de' B.# ovis' PA'
obtenidas'en'este'trabajo.'Se#muestra#la#media#±#D.E.#(n=3)#
del# diámetro# del# halo# de# inhibición# producido# por# acción#
del#peróxido#de#hidrógeno.#?
Simbología:#?
***P≤0,0005,# indican# una# diferencia# estadísticamente#






























Sensibilidad al peróxido de hidrógeno 
*** *** *** *** 
á 1.3.*Análisis*de*la*capacidad* infectiva*y* de*multiplicación* intracelular*en*cultivos*de*
macrófagos*murinos*de*las(cepas*mutantes*de*B.(ovis(PA*obtenidas*en*este*trabajo.
á Tras(analizar(las(propiedades(de(la(ME(de(las(cepas(mutantes(y(revertientes(silvestres,(se(
procedió(a( realizar( estudios(de(infección( in! vitro( de(células( fagocíticas( profesionales,( en(
concreto( macrófagos( murinos,( con( el( fin( de( comprobar( si( la( mutación( afectaba( a( la(
capacidad(de(colonización(y (a( la(multiplicación(intracelular.(Para(ello,(realizamos(ensayos(
de(infección( de(cultivos(con( 2x104( células(de(macrófagos(murinos(J774.A1(empleando(las(
condiciones( experimentales( señaladas( en( el(Apartado(5.4( de(Materiales( y(Métodos.( Las(
dosis(exactas(de(infección(se(recogen(en(la(Figura*24*E.
á La( cepa( parental( B.! ovis( PA,( tras( la( internalización( en( macrófagos( J774.A1,( mostró(
durante(las(72(horas(p.i.(analizadas(un(número(de(UFC(prácticamente(constante((del(orden(
de(4,5(log(UFC)((Figura*24).(El(mutante(∆bacA!de(B.!ovis(PA(y(todas(las(cepas(revertientes(
obtenidas( en( este( trabajo(presentaron( un( patrón( de( infección( de(macrófagos( similar( al(
descrito(para(la(cepa(parental((Figura*24*D).
á Por(el(contrario,(las(cepas(mutantes(∆omp10,(∆omp19,(∆omp31(y(∆bacA/∆omp31(de(B.!ovis(
PA(mostraron( una( capacidad( de(internalización( similar( a( la( cepa( parental,( pero(a( las(24(
horas(p.i.(en( todas(ellas(se(observó (una(disminución(de(entre(0,65(y(1,45(log (en( el(número(
de(UFC( intracelulares( dependiendo(de( la( cepa( mutante.( Posteriormente,( el( número( de(




á Otro (apartado(de(la( caracterización( de(los(mutantes(obtenidos(consistió(en( realizar( un(
estudio( de( la( colonización( esplénica( en( modelo(murino( usando ( como( control( la( cepa(
parental( virulenta( B.! ovis( PA.( Para( ello,( los( ratones( se( inocularon( por( vía( IP( con(
aproximadamente(1x106(UFC(y(después(se(evaluó,(a( las(semanas(3(y(8(p.i.,( el( número(de(
bacterias(viables(presente(en(los(bazos(de(5(ratones(por(cada(cepa((Apartado(5.5(Materiales(
y( Métodos).( Las( dosis( exactas( de( inoculación( se ( determinaron( mediante( recuentos(
retrospectivos(en(placa((Figura*25*B).
á Los( resultados( obtenidos( mostraron( que,( transcurridas( 3( semanas,( los( recuentos(
bacterianos(en( los(bazos(de(los(animales(inoculados(con( la( cepa(B.!ovis(∆omp10((5,29(±(0,1(
log(UFC/bazo)(fueron(ligeramente (inferiores((P≤0,05)(a(los(observados(con(B.!ovis(PA((6,82(±(
0,9(log(UFC/bazo)((Figura*25*A),(mientras(que(el(resto(de(cepas(mutantes(presentaron( un(
grado (de(colonización(esplénica( similar(a( la( de(la( cepa( parental.(La(diferencia( observada(
entre(la(cepa(mutante(∆omp10(y(B.!ovis(PA(no (se(mantuvo(en(el( tiempo,(de (modo(que(a( la(
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semana( 8(p.i.( todas( las(cepas(mutantes( presentaron( recuentos( esplénicos( similares( a( los(
mostrados(por(la(cepa(parental.(
á En( el( análisis(del( peso(de(los(bazos( (Figura* 25*B),( a( la( semana( 3(p.i.( se( encontraron(
diferencias( estadísticamente( significativas( entre( el( peso ( de( los( bazos( de( los( animales(





























expresados!como! la!media!±!D.E.!del! log!UFC/bazo!siendo!n=5.!B.!Dosis! (UFC/ratón)!exactas!de!cada!








Cepa Dosis de 
inoculación 
(UFC/ratón) 
Pesos de los bazos (g) 
Semana 3 p.i. 
Pesos de los bazos (g) 
Semana 8 p.i. 
PA 9,4x105 0,203 ± 0,08 0,183 ± 0,03 
omp10-M 9,5x105 0,112 ± 0,02** 0,181 ± 0,06 
omp19-M 9,5x105 0,140 ± 0,01* 0,149 ± 0,02 
omp31-M 9,4x105 0,126 ± 0,03* 0,215 ± 0,05 
bacA/omp31-M 9,5x105 0,121 ± 0,01** 0,146 ± 0,01* 
* 2.*Estudio,*en*modelo*murino,*de*mutantes*atenuados*de*B.(ovis*PA*como*vacunas*
vivas*frente*a*infecciones*producidas*por*B.(ovis
Otro (de( los(objetivos(generales(de(este(trabajo(ha( sido(el( de(analizar( la( utilidad( como(
vacunas,( frente( a( infecciones( ocasionadas( por( B.! ovis,( de (cepas(mutantes( con( virulencia(
atenuada( derivadas( de( B.! ovis( PA.( Considerando( que( los( mutantes( ∆omp10,( ∆omp19,(
∆omp31( y(∆bacA/∆omp31(de(B.!ovis( PA(obtenidos(durante(la( realización(de(este(trabajo (no(
presentaron( un( disminución( relevante( de( la( virulencia( en( los( ensayos( de( infección(
experimental( en( ratón( (Figura* 25),( para( la( consecución( de( este( objetivo( únicamente( se(





á Considerando(la(marcada( atenuación( observada( para( los(mutantes(∆omp25d,(∆omp22,!
∆vjbR,! ∆virB2! y ! ∆cgs( de ( B.! ovis( PA( en( los( experimentos( de( virulencia( previamente(
realizados( (Figura* 26)( (Caro[Hernández( et! al.,( 2007;( Martín[Martín( et! al.,( 2012),( se(
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seleccionó(una( dosis( de(vacunación( de( 108( UFC/ratón( para( todos( los(mutantes,( excepto(
para( el(mutante(∆omp25d.(Este(mutante(se(empleó (a(una(dosis(de(107(UFC/ratón(ya(que(en(
los(experimentos(previos(de(virulencia( (Caro[Hernández(et! al.,(2007)(se (observó(que(en( la(
primera( semana( p.i.( presentaba( niveles( de( colonización( esplénica( superiores( a( los(
obtenidos( con( la( cepa( parental( (Figura*26*A).( Teniendo(en( cuenta( estudios( previos( que(
emplean(B.!melitensis(Rev1(como(vacuna(control(en(modelo(murino,(la(dosis(de(vacunación(
seleccionada( para( la( cepa( vacunal( B.! melitensis( Rev1( fue(de(105( UFC/ratón( (Jiménez( de(
Bagués(et!al.,(1993;(Jiménez(de(Bagués(et!al.,(1994;(Cassataro(et!al.,(2007).
á Para( tener( una( estimación( previa( del( grado(de(colonización( esplénica( de( las(distintas(




transcurridas(3( semanas,(se( evaluó (el( número(de(bacterias( viables(presente(en( los(bazos(
(Apartado(6.1.1(de(Materiales(y(Métodos).(Los(resultados(muestran(que,(a(la(dosis(vacunal(
seleccionada,( todas(las( cepas(mutantes(de(B.!ovis( PA,(menos(B.!ovis(∆cgs,(presentaron( un(
grado ( de( colonización( esplénica( significativamente( inferior( al( observado( en( la( cepa(
parental( virulenta( B.! ovis( PA( (Figura* 27)( pero( superior( al( observado ( en( experimentos(
previos(con(dosis(de(infección(inferiores((Figura*26).
á Ya( que(el( mutante(∆cgs( de(B.! ovis( PA(al( ser( inoculado(a( una( dosis(de(108( UFC/ratón(
presentó( niveles( de( infección(
esplénica( a( la( semana( 3( p.i.(
similares(a( los(observados(con( la(
cepa( parental( virulenta( B.! ovis!
PA( (Figura* 27),( se( realizó( un(





bacterias( en( bazo (a( las( semanas(
1,(3,(5(y(10(p.i.((Apartado(6.1.2(de(
Materiales( y( Métodos).( Los(
resultados( obtenidos( mostraron(
un( perfi l( de( co lon izac ión(
esplénica( bastante(similar( en( los(
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Figura' 27.' Análisis' de' la' colonización' esplénica' en' ratones'
BALB/c' de' las' cepas' mutantes' Δomp25d,' Δomp22,( ΔvjbR,'
ΔvirB2( y' Δcgs' de' B.( ovis' PA' a' la' dosis' de' vacunación'
seleccionada' (107' UFC/ratón' para' Δomp25d( y' 108' UFC/ratón'
para' la'cepa'parental'B.(ovis(PA'y'para'el' resto'de'mutantes).'
Valores( de( infección( esplénica( obtenidos( a( la( semana( 3( p.i.,(
expresados(como(la(media(±(D.E.(del(log(UFC/bazo(siendo(n=5.C
*P≤0,05,( **P≤0,005,( ***P≤0,0005,( indican( una( diferencia(




































á A(la(vista(de(los(resultados,(se(consideró(interesante(evaluar( lo(que(ocurría( al( inocular(
este ( mutante( en( una( dosis( intermedia( (Figura* 28* CiD),( por( lo( que( se( realizó( un(
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experimento(adicional(en(el(que(se(cuantificó(el(grado (de (infección(esplénica(a( la(semana(3(
p.i.( en( ratones( inoculados( con( 106,( 107( y(108( UCF( del( mutante(∆cgs! de(B.! ovis! PA.( Los(
resultados(obtenidos(mostraron(que(la(dosis(inoculada( tenía( una(marcada( influencia(en(el(
grado( de( colonización( esplénica( de( la( bacteria.( Los( recuentos( esplénicos( fueron(
considerablemente (menores(en( los(animales( inoculados( con( la( dosis( 106( UFC/ratón( (log(
UFC/bazo(de(3,03(±(1,6)(que(en( los(animales(inoculados(con( las(dosis(de(107(UFC/ratón( o(
108( UFC/ratón( (Figura* 28*C),( si( bien( los( animales( inoculados( con( 107( o (108( UFC/ratón(
mostraron(recuentos(esplénicos(similares(entre(sí((Figura*28*C).*Al(igual(que(se(observó(en(
el( experimento (anterior( (Figura*28*AiB),(los(ratones(inoculados(con( la(cepa(mutante(∆cgs(
de(B.! ovis( PA(presentaron( una( esplenomegalia( muy(limitada( independientemente(de( la(
dosis(inoculada((Figura*28*D).






cinética( de( colonización( esplénica( como( la( respuesta( inmune( inducida,( se( realizó( un(






inicial(de(colonización( esplénica(a(la(semana( 3(p.i.((Figura*27),( los(mutantes(seleccionados(
fueron( B.! ovis( ∆omp25d( y ( B.! ovis! ∆omp22! ya( que,( aunque( no( presentaron( diferencias(
significativas(con( los(mutantes(∆vjbR( y(∆virB2 (de(B.! ovis( PA,(proporcionaron( los(valores(
medios(de(UFC/bazo(más( elevados( y(similares(a( los( obtenidos( con( la( vacuna( clásica( B.!
melitensis( Rev1( (Figura* 27).( En( este( estudio( ampliado ( también( se( incluyeron( la( cepa(
parental(B.!ovis( PA,(la( vacuna(clásica(B.!melitensis(Rev1(y(un(grupo(de(animales(inoculado(
con( PBS( como( control( negativo( para( el( análisis( de( anticuerpos( en( suero ( y( citocinas(
endógenas(en(bazo(como(se(describe(en(el(Apartado(6.1.3(de(Materiales(y(Métodos.
á En( los( animales( inoculados( con( la( cepa( parental( virulenta( B.! ovis( PA( los( recuentos(
esplénicos( fueron( aumentando( progresivamente( hasta( el( día( 14( p.i.( y( a( partir( de( este(
momento,( hasta( el( final( del( experimento ( (día( 28( p.i.),( se ( mantuvieron( más( o( menos(
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constantes((en( torno(a( 7(log (UFC/bazo).(En(el(caso(de(los(animales(inoculados(con( la( cepa(
vacunal(B.!melitensis( Rev1,( los( recuentos(esplénicos( fueron( aumentando(progresivamente(
de(forma(similar(a(B.!ovis(PA(hasta(el(día(7(p.i.,(momento (en(que(se (alcanzó (el(nivel(máximo(
de(infección( (6,51( ±( 1,1( log(UFC/bazo).(A(partir( de(este(momento( fueron( disminuyeron(
progresivamente(hasta( el( final( del( experimento( (3,15( ±( 0,7( log(UFC/bazo(el( día( 28( p.i.)(
(Figura*29*E).
á El( perfil( de( colonización( esplénica( del(mutante(∆omp25d(de(B.! ovis( PA(fue( similar( al(
observado (en(la(vacuna(clásica(B.!melitensis(Rev1((Figura*29*A),(con(recuentos(máximos(en(
bazo(a(día( 7(p.i.((6,79(±(1(log(UFC/bazo)(y(una(disminución(exponencial(en( el(número(de(
UFC/bazo(desde(ese(momento(hasta( el( día( 28(p.i.( en( que(termina( el( experimento.(Cabe(
destacar( que,(aunque(las(diferencias(observadas(en( el(número(de(UFC/bazo(entre(la( cepa(
mutante( ∆omp25d ( de( B.! ovis( PA( y ( B.! melitensis( Rev1( no( fueron( estadísticamente(
significativas,( al( final(de(este(experimento (en( 4(de(los(5(animales(inoculados(con( la( cepa(
mutante( no( se( aisló ( ninguna( bacteria( del( bazo( mientras( que,( en( todos( los( animales(
inoculados(con(B.!melitensis(Rev1(sí.
á En( los( animales( inoculados( con( las( cepas( mutantes( ∆omp22( (Figura* 29* B)( y(∆vjbR!
(Figura*29*C)(de(B.!ovis(PA(los(recuentos(esplénicos(obtenidos(hasta(el(día(7(p.i.((en(torno(a(
4,5(log(UFC/bazo)(fueron(similares(a(los(observados(con(B.!ovis(PA.(Sin(embargo,(a(partir(de(
este( momento,( no( evolucionaron( a( niveles( superiores( sino( que( se( mantuvieron(
prácticamente(estables(a(lo (largo(de(todo(el(experimento,(de(modo(que(a(día(28(p.i.(fueron(
del(orden(de(2(log(inferiores(a(los(observados(con(B.!ovis(PA((Figura*29*B*y*C).
á El(mutante(∆virB2,( sorprendentemente,( presentó( recuentos( esplénicos( similares( a( PA(
tanto(el(día(7(p.i.((4,78(±(0,2(log(UFC/bazo)(como(el(día(28(p.i.((6,14(±(0,4(log (UFC/bazo).(La(
diferencia(entre(ambas(cepas(fue(que(con(la(cepa(virulenta(B.!ovis(PA(se(alcanzaron(valores(





á Los( ratones( empleados( en( el( estudio ( de( la( persistencia( en( bazo( de( los( mutantes(
atenuados(de(B.! ovis(PA(también( se(utilizaron( para( analizar( la( evolución( en( suero(de(los(
niveles(de(anticuerpos(de(la(clase(IgG(capaces(de(reaccionar(con( células(enteras(de(B.!ovis!




B.! ovis( PA( estos( anticuerpos( empezaron( a( detectarse( a( los( 7( días( p.i.( y( sus( niveles( se(
incrementaron(progresivamente(hasta( el(final(del(experimento(en(el(día(28(p.i.((Figura*30).(
Las(diferencias(entre (estos(grupos(de(ratones(fueron(poco (relevantes,(aunque(a(los(14(días(
p.i.( los( animales( inoculados( con( la( cepa( B.! ovis( ∆omp25d! presentaron( un( título ( de(
anticuerpos(inferior(al(observado(en(los(animales(inoculados(con(los(demás(mutantes(de(B.!
ovis.( En( los( animales( inmunizados( con( B.! melitensis( Rev1( la( respuesta( de( anticuerpos(
reactivos(con( células(enteras(de(B.!ovis(PA(solo(fue(detectable(a( partir(del(día(14(p.i.(y(los(








B.! ovis( PA( las( 3( subclases(
comenzaron( a( detectarse( el(
día( 7( p.i.( y ( continuaron(
incrementándose( hasta( el(
día( 28( p.i.( (Figura*31*AiD).(
C o i n c i d i e n d o( c o n( l o(
observado (en( los(niveles(de(
IgG( total( (Figura( 30)( los(
niveles( de( IgG1,( IgG2a( e(
IgG2b( observados( a( los( 14(
días( p.i.( en( los( animales(
inoculados( con( la( cepa(
mutante(∆omp25d(de(B.!ovis(
PA( fueron( l igeramente(
inferiores(al(resto((Figura*31*
A).( En( todos( los( casos( el(
n i v e l( d e( I g G 1( f u e(
l i g e r amen t e( s u p e r i o r(
aunque( no( se( observó( una(
clara(predominancia.
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á En( los( animales(inoculados( con( la( cepa( vacunal(B.!melitensis(Rev1(los(niveles(de(IgG1,(


































































































E Figura' 31.' Análisis' de' la' respuesta' de'
anticuerpos' de' las' subclases' IgG1,' IgG2a' e'
IgG2b,' frente'a' células'enteras' inactivadas'por'
calor' de' B.# ovis# PA,' en' muestras' de' suero' de'
ratones'inoculados'con'los'mutantes'atenuados'
Δomp25d!(dosis'107'UFC/ratón),'Δomp22,'ΔvjbR,'
ΔvirB2# (dosis' 108' UFC/ratón)' y' con' la' cepa'
vacunal' Rev' 1' (dosis' 105' UFC/ratón).' Se#
representa#la#A405#obtenida#en#el#análisis#de#una#
dilución# 1/100# de# un# pool# de#muestras# (n=5)# de#
cada# uno# de# los#mutantes# y# de# Rev1,#menos# el#








h 2.4* Evolución* de* la* producción* de*citocinas* endógenas* en* el* bazo* de*los* animales*
inmunizados
á En(los(mismos(animales(empleados(en(el(estudio(anterior,(se (llevó (a(cabo(un(análisis(del(
peso (de( los( bazos(y(de( las( citocinas( endógenas( producidas( en( los(mismos.( Para( ello,( el(




á Los(resultados(del(peso (de(los(bazos(se(recogen(en( la(Tabla*VIII.*El(peso(medio(de(los(
bazos(extraídos(de(los(animales(inoculados(con(PBS(osciló(entre(0,075(y(0,096(gramos.(En(
referencia(a( estos(valores,(en( los(animales(inoculados(con( la( cepa(parental(virulenta(B.!ovis(
PA(se(observó(un(aumento(progresivo(del(peso(de(los(bazos(a(partir(del(día(14(p.i.(y(hasta(
el(final(el(final(del(experimento,(momento (en(el(que(se(alcanzaron(valores(de(0,484(±(0,30(g.(
En(los(animales(inoculados(con( la(cepa(vacunal(B.!melitensis(Rev1(se (observó(un( aumento(
en(el(peso(de(los(bazos(entre(los(días(7(y(28(p.i.,(destacando(una(marcada(esplenomegalia(el(
día( 14(p.i.( (0,448(±(0,06(g).(En( los(bazos(procedentes( de( los(animales( inoculados(con( las(
cepas(mutantes(∆omp25d,!∆omp22,!∆vjbR(y (∆virB2!de(B.!ovis(PA(no(se(observó(un(aumento(
tan(importante(de(tamaño,(manteniéndose(éste(siempre(por(debajo(de(0,200(g((Tabla*VIII)
Tabla(VIII.(Peso(de(los(bazos( (media(± (D.E.)(de(los( ratones( inoculados(con(la(cepa(virulenta(B.!ovis(PA((dosis(108/





Pseo (g) del bazo de los animales inoculados con:
PA omp25d-M omp22-M vjbR-M virB2-M Rev1 PBS
1 0,076 ± 0,01 0,069 ± 0,02 0,088 ± 0,01 ND ND 0,075 ± 0,01 0,075 ± 0,00
3 0,086 ± 0,01 0,079 ± 0,01 0,096 ± 0,00 ND ND 0,082 ± 0,02 0,080 ± 0,00
7 0,104 ± 0,03 0,134 ± 0,02 0,108 ± 0,02 0,104 ± 0,01 0,116 ± 0,01 0,188 ± 0,05 0,089 ± 0,01
14 0,190 ± 0,03 0,134 ± 0,03 0,099 ± 0,02 0,124 ± 0,01 0,099 ± 0,00 0,448 ± 0,06 0,078 ± 0,00
21 0,397 ± 0,08 0,113 ± 0,03 0,100 ± 0,01 ND ND 0,221 ± 0,03 0,077 ± 0,00
28 0,484 ± 0,30 0,105 ± 0,02 0,099 ± 0,01 0,111 ± 0,01 0,174 ± 0,01 0,137 ± 0,02 0,096 ± 0,00
á Análisis!de!la!producción!de!citocinas!endógenas!en!los!bazos
á En( los(animales(inoculados(con( la( cepa(parental( virulenta( B.!ovis(PA(la( producción( de(
citocinas(endógenas(en(bazo(comenzó (a(detectarse,(en(general,(a( partir(del(día( 7(p.i.(En(el(
caso(del(IFNγ,(los(niveles(máximos(de(producción(se(observaron(entre(los(días(14(y(28(p.i.(y(
fueron(de(aproximadamente(1700(pg/0,1g(bazo.(Respecto(a( la( IL1α( y(el(TNFα(los(niveles(
máximos(de(producción( se(detectaron( el(día(21(p.i.(y(fueron(de(aproximadamente(6000(y(
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400( pg/0,1g( bazo,( respectivamente,( mientras( que( los( niveles( máximos( de( IL12p40(
(aproximadamente(1500(pg/0,1g(bazo)(se(detectaron( el(día(14(p.i.(Una( vez(alcanzados(los(
niveles(máximos(de(IL1α,(TNFα(e(IL12p40(comenzó (a(observarse (un(leve(descenso(que(no(
se(observó (en(el(caso (del(IFNγ.(Los(niveles(de(IL10(fueron(despreciables(a(lo (largo(de(todo(
el(experimento((Figuras*32i36).
á En(el(caso (de(los(bazos(de(los(animales(inoculados(con(la(cepa(vacunal(B.!melitensis(Rev1(




p.i.,( momento( en( el( que( se( detectaron( niveles( basales( de( todas( ellas( (Figura* 32* AiD).(
Respecto (al(TNFα(y(la( IL10,(en( los(animales(inoculados(con( la(vacuna( clásica(B.!melitensis(
Rev1(los(niveles(máximos(de(TNFα(detectados,(además(de(producirse(el(día( 7(p.i.,(fueron(
significativamente(inferiores(a(los(observados(en(B.!ovis(PA((Figura*32*C)(y (únicamente(fue(
en(estos(animales(en(los(que(se(detectó (producción(de(IL10((728(±(215(pg/0,1g (bazo (en(el(día(
21(p.i.)((Figura*32*E).
á La( producción( de( citocinas( endógenas( observada( en( los( bazos( de( los( animales(
inoculados(con( el(mutante(∆omp25d( de(B.! ovis( PA(fue(muy(similar( a( la( observada( en! B.!
melitensis( Rev1( (Figura* 33*AiD)( con( algunas( diferencias;( en( los( bazos( de( los( animales(
inoculados(con(el(mutante(∆omp25d(no(se(observó(producción(de(IL10(durante (el(periodo(
de(tiempo(analizado ((Figura*33*E)(y(el(nivel(máximo (de(IL1α( fue(menor( (P≤0,005)(que(el(
observado (en( los( animales( inoculados( con( la( vacuna( clásica( (2588( ±(1352(pg/0,1g(bazo)(
(Figura*33*B).
á Respecto (a( los( animales( inoculados(con( el(mutante(∆omp22(de(B.! ovis( PA(la( cantidad(
máxima( de( IFNγ,( IL1α( y( TNFα( observada( en( los( puntos( analizados( fue( ligeramente(
inferior( a( 500,( 1000(y(100(pg/0,1g(de(bazo,(respectivamente,( no (observándose(en( ningún(
momento ( un( aumento ( destacado( en( su( producción( (Figura* 34* AiC).( Sin( embargo,( la(










de(TNFα( e( IL12p40(se(detectó(un( incremento( entre(los(días(7(y(14p.i.( (Figura*35*CiD),(





36*AiB).(A(diferencia( de(lo(observado(en( el( resto (de(mutantes,( los( niveles(máximos( de(
producción( de(TNFα(se(observaron(entre(los(días(14(p.i.(y(28(p.i.(y(fueron(similares(a( los(
observados( en( B.! melitensis( Rev1( (aproximadamente( 250( pg( /0,1g( bazo)( (Figura* 36* C)(
también,(se(observó(una(producción(de(IL12p40(similar(a(la(observada(en(la(vacuna(clásica(
B.!melitensis(Rev1((Figura*36*D).
á El(día( 28(p.i.,(momento(en(el(que(se(lleva( a( cabo(la(infección(experimental(en(el(ensayo(
de(protección,( el( nivel( de( citocinas( endógenas( detectado( en( los( bazos( de( los( animales(
inoculados(tanto(con( la( vacuna( clásica( como(con( las(cepas(mutantes(atenuadas!∆omp25d,!
∆omp22,!∆vjbR!de(B.!ovis!PA(fue(basal.(

















ovis( PA,! ya( que( el( mutante (∆virB2( presentaba( altos( niveles( de( infección( a( día( 28( p.i.(
similares( a( los(de(la( cepa( parental( virulenta( (Figura*29*D).(Las(dosis(empleadas(para( la(
vacunación(e(infección,(determinadas(retrospectivamente,(se(recogen(en(la(Figura*37*A.
á Según( este ( modelo( experimental,( en( los( ratones( no( vacunados( (grupo( PBS)( se(
observaron(niveles(de(infección(de(6,41(±(0,4(log(UFC/bazo(de (B.!ovis(PA(a( la( semana(3(p.i.(
(Figura*37*B).(En(el(mismo(periodo(de(tiempo,(en(los(animales(que(fueron(vacunados(con(la(
vacuna( clásica( B.! melitensis( Rev1( estos( niveles( de( infección( (Figura* 37* B)( fueron( muy(
inferiores((P≤0,005)((2,93(±(1,2(log(UFC/bazo).
á En( los( animales( vacunados( con( la( cepa( mutante(∆omp25d( de( B.! ovis( PA( también( se(
observaron(niveles(de(infección(de(B.!ovis(PA(muy(bajos((P≤0,005)((2,70(±(2,0(log(UFC/bazo),(
siendo( el( grado( de( protección( conferido( similar( al( obtenido ( con( la( vacuna( clásica( B.!
melitensis(Rev1((Figura*37*B).
á En(los(animales(vacunados(con(los(mutantes(∆omp22(y(∆vjbR(de (B.!ovis(PA(los(valores(de(
infección(esplénica( obtenidos(a( las(3(semanas(p.i.( también( fueron( inferiores((P≤0,05)(a( los(
obtenidos(en(el(grupo(sin( vacunar.(Sin(embargo,(el(grado(de(significación( estadística(de(la(
protección( conferida( por( estos(mutantes(fue(menor( (P≤0,05)(que(el( conferido(por( la( cepa(
vacunal(B.!melitensis(Rev1(y(la(cepa(B.!ovis!∆omp25d((P≤0,005)(Figura*37*B).
á Simultáneamente(al(recuento(de(la(cepa( virulenta(B.!ovis(PA(se(llevó(a(cabo(el( recuento(
de( las( cepas( vacunales.( La( vacuna( clásica( B.! melitensis! Rev1( se( detectó( en( niveles( de(
aproximadamente(2,5(log(UFC/bazo(en(4(de(los(5(animales(inmunizados,(mientras(que(en(







más(elevados(del(log(de(protección(frente (a( la( infección((Figura*37*A),(junto (con(la(vacuna(
clásica(B.!melitensis(Rev1.
á Para( analizar( la( respuesta( inmune(producida( tras( un( segundo(estímulo,(se( realizaron(
cultivos(celulares(con( esplenocitos(procedentes(de(ratones(vacunados(con(B.!ovis!∆omp25d!
(dosis( exacta( de(vacunación:( 1,1( x( 107( UFC/ratón),( con( B.! ovis! ∆omp22( (dosis( exacta( de(
vacunación:(1,4(x( 108(UFC/ratón),(con(B.!melitensis(Rev1((dosis(exacta( de(vacunación:(0,9(x(
105( UFC/ratón)( o( sin( vacunar( (grupo( PBS).( Dichos( cultivos( se( estimularon( con( células(
104((Resultados
Figura' 37.' Ensayo' de' protección' frente' a'B.# ovis.' A.'Dosis% exactas% de% vacunación% e%
infección.%Resultados%de% los% recuentos% esplénicos% a% la% semana%3%post% infección% con%B.#
ovis#PA,%expresados%como%la%media%±%D.E.%del% log%de%UFC/bazo%(n=5)%y% logaritmos%de%
protección% expresados% como% la% diferencia% entre% el% recuento% esplénico% obtenido% para%












B. ovis PA 
(UFC/ratón) 
Log UFC/bazo 
(Media ± D.E.) 
 Logaritmos 
de protección 
PBS 0,9x105 6,41 ± 0,4 
Rev1 0,9x105 0,9x105 2,93 ± 1,2 ** 3,48 
omp25d-M 1,2x107 0,9x105 2,70 ± 2,0 ** 3,71 
omp22-M 0,8x108 0,9x105 3,35 ± 2,0 * 3,03 


































el( medio( de( cultivo( RPMI.( Los( resultados( obtenidos( fueron( acordes( con( lo( que( cabía(
esperar((datos(no(mostrados);(esto (es,(en(los(sobrenadantes(de(los(esplenocitos(estimulados(
con(concanavalina(A,(los(niveles(de(citocinas(obtenidos(fueron(altos((control(positivo)(y (en(
los( sobrenadantes( de( los( esplenocitos( estimulados( solamente( con( medio( de( cultivo( los(





secretaron( gran( cantidad( de( IFNγ.( Esta( fue( de( las( citocinas( analizadas( la( secretada( de(
forma(más(abundante,(en(respuesta(a(un(segundo(estímulo(con(B.!ovis(PA((del(orden(de(200(
ng/ml).(Por( el( contrario,( la( producción( de( IFNγ( por( los( esplenocitos( procedentes(de(los(
animales( del( grupo( PBS ( fue( en( torno( a( 20( veces( inferior( (Figura* 38* A).( Si( bien,( los(
esplenocitos( procedentes(de( las( tres( vacunas( atenuadas( ensayadas(secretaron( niveles( de(
IFNγ( significativamente(superiores( a( los( secretados(por( los( esplenocitos(procedentes( de(




á En(relación( con( la(producción(de(IL1α,(no(se(encontraron(diferencias(entre(la(cantidad(
de(citocina( producida(por( los(esplenocitos(procedentes(de(los(animales(vacunados(con(B.!





vacunados( con( las( tres( vacunas( atenuadas( B.! ovis( ∆omp25d,( con( B.! ovis! ∆omp22 ( y( B.!
melitensis!Rev1(secretan(TNFα(en( un( grado(similar( y(en( cantidad( dos(veces(superior( a( la(
secretada( por( los(esplenocitos(procedentes(del(grupo(de(animales(sin( vacunar( (Figura*38*
C).(No(se(observaron(diferencias(significativas(entre(la(cantidad(de(IL12p40(producida(por(
************************************************************************************************************************************************************************Resultados((105
los( esplenocitos( de( los( animales( inmunizados( con( las( tres( vacunas( atenuadas( y ( la(
producida(por(los(esplenocitos(del(grupo(control(inoculados(con(PBS((Figura*38.*D).
á Con( respecto ( a( la( IL10,( se( observó( una( fuerte( producción( en( los( esplenocitos(
procedentes( de(animales( inmunizados( con( la( vacuna( clásica( B.!melitensis( Rev1,(mientras(
que( los( esplenocitos(procedentes(de( las(dos( cepas(mutantes( derivadas(de(B.! ovis( PA(se(
comportaron( de( forma( similar( a( los( procedentes( del( grupo( control( inoculado (con( PBS(
(Figura*38*E).
106((Resultados
Figura' 38.' Análisis' de' las' citocinas' extracelulares'
producidas'por'esplenocitos'murinos'obtenidos'de'
animales' sin' vacunar,' vacunados' con' Rev1' y'
vacunados' con' los'mutantes'∆omp25d(y'∆omp22(y'
posteriormente' estimulados' in( vitro( durante' 17'
horas'por'células'enteras'de'B.(ovis(PA'inactivadas'
por' calor.'Se# representa# la#media# ±#D.E.# (n=5)# de# la#
concentración#de#cada#citocina.9
Simbología:9
*P≤0,05,# **P≤0,005,# ***P≤0,0005,# indican# una#
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Día 3 post-estimulación 














Día 3 post-estimulación 


















El( sistema( de( dos( componentes( BvrR/BvrS(de( Brucella ( spp.( tiene( un( potente( efecto(
regulador(en(multitud(de(genes(relacionados(con( la( virulencia(de(la( estirpe(lisa(B.!abortus(
2308((Capítulo(4.(Apartado(4.4.(de (la( Introducción).(Sin( embargo,( en( la( actualidad( no(se(
conoce( el( papel( que(desempeña( este( sistema( en( las( especies( naturalmente( rugosas( del(
género(Brucella (como(B.!ovis.(De(ahí( que(uno(de( los( objetivos(de(este( trabajo (haya( sido(
obtener( cepas( mutantes( de(B.! ovis( PA(en( los( genes( bvrR( y (bvrS( y( analizar( las( posibles(
consecuencias(de(la(inactivación(de(los(mismos(en(nuestra(especie(objeto(de(estudio.
Los(intentos(realizados(para( construir,(mediante(recombinación( homóloga( (Capítulo (4(
de( Materiales( y( Métodos),( cepas( mutantes( portadoras( de( los( genes( bvrR( o( bvrS(
delecionados(en(la(estirpe(naturalmente (rugosa(B.!ovis(PA,(no(tuvieron(éxito.(Las(cepas(con(
el( plásmido(portador(del( gen(de(interés(delecionado(integrado(en( el( cromosoma( (B.! ovis[
pNVbvrROVL02[I( y(B.! ovis[pNVbvrSOVL02[I)( (Tabla*V),( siempre( revertían( el( genotipo(
silvestre( durante( el( crecimiento( en( medio( suplementado( con( sacarosa( (datos( no(




vitro( de(B.! ovis( PA,( lo(cual( no(es( de( extrañar( ya( que,( como(se(ha( dicho,( se( sabe( que(el(
sistema( de( regulación( de(dos( componentes(BvrR/BvrS (en( la( especie( lisa( B.! abortus( está(
implicado(en(procesos(cruciales(para(la(supervivencia(y (la(virulencia(bacteriana( (Martínez[
Núñez(et! al.,(2010;(Viadas(et! al.,(2010).(Por(tanto,(es(de(esperar(que(este(sistema( regulador(
también(pueda(desempeñar( las(mismas(funciones(vitales(en(la(especie(B.!ovis.(Además,(los(
mutantes(en( los(genes(bvrR(y(bvrS!obtenidos(en(las(especies(lisas(B.!abortus(2308(y (B.!suis(
1330(se(han( construido(mediante(mutagénesis( con( transposones( (Sola[Landa( et! al.,(1998;(
Köhler( et! al.,(2002)(e,(intentos(anteriores(de(eliminar( estos(genes(mediante(recombinación(
homóloga(también(resultaron(fallidos((Salhi(et!al.,(2003).
1.2.*Genes*omp10,(omp16*y*omp19
Las( proteínas(Omp10,(Omp16(y(Omp19(son( lipoproteínas(de( la( ME(de(Brucella (spp.(
(Cloeckaert(et!al.,(1990;(Tibor(et!al.,(1994;(Tibor(et!al.,(1996;(Tibor(et!al.,(1999)(y(en(la(cepa(lisa(
((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((Discusión((109
B.! abortus( 544( se( han( relacionado( con( funciones( de( adhesión( e( invasión( celular,(
supervivencia(intracelular(y(respuesta( inmune(innata((Tibor(et! al.,(2002;(Giambartolomei(et!
al.,(2004;(Zwerdling(et! al.,(2008).( Sin( embargo,(en( la( actualidad( se(desconoce(el(papel( de(
estas( lipoproteínas( de( ME( en( la( especie( naturalmente( rugosa( B.! ovis( por( lo( que( nos(












el( gen(omp16 (delecionado(en( ninguna(de(las(especies(del( género(Brucella.(La( lipoproteína(
Omp16([( que(se(ha( detectado(en( las(seis(especies(clásicas(del( género(Brucella ((Tibor( et! al.,(
1999)([(muestra(un(alto (grado (de(similitud(con(PALs(de(algunas(bacterias(Gram(negativas,(
como(E.! coli(y(H.!influenzae( (Chen( &(Henning,( 1987;(Green( et! al.,(1987).(Estas(PALs( están(
altamente( conservadas( en( las( bacterias( Gram( negativas( y( parecen( jugar( una( función(
estructural(en(la(célula(bacteriana(mediante(el(anclaje(de(la(ME(a(la(pared(celular(e(incluso(
se(ha( propuesto(que(puedan( participar( en( otros(procesos( celulares,( incluida( la( división(
celular((Lazzaroni(&(Portalier,(1992;(Lazzaroni(et! al.,(1999;(Parsons(&(Orban,(2005;(Parsons(
et! al.,(2006;(Murphy(et! al.,(2006;(Parsons(et!al.,(2008).(Por( tanto(no(es(de(extrañar(que(en(B.!






Gram( negativas( (Vizcaíno( &( Cloeckaert,( 2012).( Por( tanto,( cualquier( alteración( que(
modifique(sus(propiedades(puede(tener(un(efecto(importante(no(solo(en(el( crecimiento (in!




la( autoaglutinación( y( la( resistencia( a( polimixina( B,( desoxicolato( sódico( y (peróxido( de(
hidrógeno.
Respecto (al( crecimiento(en(medio(líquido (no(se(observaron(diferencias(drásticas(entre(
las(cepas(mutantes!∆omp10 (y(∆omp19!de(B.!ovis(PA(y(la( cepa(parental(B.!ovis(PA(aunque(sí,(
algunas( leves(diferencias.(A(pesar(de(que(todos(alcanzaron( la( fase(estacionaria( al(mismo(
tiempo((aproximadamente(a( las(48(horas)(la(progresión(de(la(fase (exponencial(no(fue (igual(
en(las(cepas(mutantes(y(PA,(ya(que(la(D.O.600nm(alcanzada(al(final(de(esta(fase(fue(inferior(y(
se(mantuvo(por(debajo(hasta( el(final(del( experimento(en( las(cepas(mutantes((Figura*20*Ai
B).(Estas(diferencias(también( se(pusieron(de(manifiesto(en( el(crecimiento(en(medio(sólido(
donde,(el( número (de(UFC/ml( de(una(suspensión( en(PBS(de(D.O.600nm( de(0,2(también( fue(
ligeramente(menor( en(las(cepas(mutantes(B.!ovis(∆omp10(y(B.!ovis(∆omp19!que(en(la( cepa(





para( crecer( en( las( condiciones( ambientales( que( se( dan( en( el( interior( de( la( célula(
hospedadora( como(pueden(ser( limitación(de(nutrientes(y/o (pH(ácido.(En(contraste,(en(los(
mutantes(atenuados(∆omp10( y (∆omp19(de(B.!abortus( 544,( descritos(y(caracterizados( por(
Tibor(et!al.(en(2002((Tibor(et!al.,(2002),(no(se (detectaron(defectos(en(el(crecimiento(en(medio(
líquido.
Se(sabe(que(en( algunos(microorganismos,( como(Yersinia !enterocolitica,(E.! coli,( o (Vibrio!
cholerae,(la(capacidad(de(autoaglutinación(está(relacionada(con( la(virulencia((Roggenkamp(
et! al.,(1995;(Chiang (et!al.,(1995;(Knuvon( et! al.,(1999).(Sin( embargo,(en( los(microorganismos(
del( género(Brucella (no( se( ha( podido( demostrar( una( correlación( entre ( la( capacidad( de(
autoaglutinación( y( la( virulencia( (Martín[Martín( et! al.,( 2011).( Así,( se (ha( observado( que(
algunas(cepas(virulentas(lisas(como (B.!abortus(2308,(B.!neotomae(5K33(y (B.!suis(1330,(la(cepa(
virulenta( rugosa,( B.! ovis( PA( y ( la( cepa( vacunal( atenuada( lisa( B.! melitensis( Rev1( no( son(
capaces(de(autoaglutinar( de(manera( importante,(mientras(que(la( cepa( atenuada( vacunal(
rugosa( B.!abortus( RB51(y(la( cepa( virulenta( rugosa( B.! canis!RM6/66(presentan( una( fuerte(
capacidad( de( autoaglutinación( (Martín[Martín( et! al.,( 2011).( Además,( los( mutantes(
atenuados(∆omp25d(y(∆omp22(de(B.!ovis( PA(se(comportan( igual( que(la( cepa(parental(y(no(
autoaglutinan,(mientras(que(los(mutantes(∆omp31,(∆omp25(y(∆omp25c!de(B.!ovis(PA,(que(no(
presentan( atenuación( en( la( virulencia,( muestran( una( marcada( capacidad( de(
autoaglutinación((Caro[Hernández(et!al.,(2007).(En(los(experimentos(llevados(a(cabo(en(este(







en( B.! ovis( PA(cuantitativamente(hablando,(ya( que(mutantes(de(B.! ovis( PA(en( genes( que(
codifican( proteínas( mayoritarias( de( ME( presentan( una( marcada( capacidad( de(
autoaglutinación((Caro[Hernández(et!al.,(2007).
Los( péptidos( catiónicos,( además( de( encontrarse( en( numerosos( fluidos( corporales( y(
tejidos( de( mamíferos,( forman( parte( de( los( mecanismos( bactericidas( oxígeno[
independientes( de( las( células( fagocíticas( (Jenssen( et! al.,( 2006).( Los(microorganismos( del(
género( Brucella ( presentan( una( mayor( resistencia( a( la( acción( bactericida( de( péptidos(
catiónicos(que(otras(bacterias(Gram(negativas(como(las(pertenecientes(al(género(Salmonella(
(Freer(et!al.,(1996;(Martínez(de(Tejada(&(Moriyón,(1993;(Martínez(de(Tejada(et!al.,(1995).(Esta(
propiedad( se ( le( atribuye,( principalmente,( a( la( ME( y( sus( particulares( características(
(Apartado(2.4( de( la( Introducción).( Por( ello,( al( igual( que(en( los( trabajos( llevados(a( cabo(
previamente(por(otros(autores((Freer(et!al.,(1996;(Freer(et!al.,(1999;(Martínez(de(Tejada( et! al.,(
1995;(Sola[Landa(et!al.,(1998;(Caro[Hernández(et!al.,(2007;(Martín[Martín(et!al.,(2011;(Martín[




mas(sensible(a(este (compuesto (que(la( cepa(parental(mientras(que(el(mutante(∆omp19!de(B.!
ovis( PA(se(comportó (de(forma( similar( a( esta( (Figura*22*AiB).(Estos( resultados(contrastan(
con( los(obtenidos(previamente(con( los(mismos(mutantes(de(la( cepa( lisa(B.!abortus(544(ya(
que(el(mutante(∆omp10(no (mostró(aumento(en(la(sensibilidad(a( la(polimixina(B((Tibor(et!al.,(
2002),(mientras(que(la( supervivencia( del(mutante(∆omp19(se(redujo(en( relación(a( la(de(la(
cepa(parental( (Tibor( et! al.,(2002).(Estas(diferencias(entre(las(dos(cepas(de(Brucella (podrían(
estar(relacionadas(con(la(distinta(composición(de(su(ME,(ya(que(B.!abortus(544(es(una(cepa(
lisa( con( cadenas( polisacarídicas( O( en( el( LPS( y,( además,( se( han( descrito( diferencias(
importantes( entre( las( dos( cepas( tanto( en( el( perfil( de( PME( como( en( las( propiedades(
relacionadas(con(la(ME((Vizcaíno(et!al.,(2000;(Vizcaíno(et!al.,(2004;(Martín[Martín(et!al.,(2011;(
Vizcaíno(&( Cloeckaert,( 2012).( Por( otra( parte,( el( porqué( de( esta( mayor( sensibilidad( del(








atribuido( a( las( características(peculiares( de( la( ME( de(Brucella.( Por( este (motivo,( en( este(
trabajo ([( al( igual( que( en( otros( trabajos(previos( realizados(en( nuestro( laboratorio((Caro[
Hernández(et!al.,(2007;(Martín[Martín(et! al.,(2011;(Martín[Martín( et! al.,(2012)([( se(utilizó(la(
susceptibilidad( al(desoxicolato (sódico,(un(detergente(aniónico,(como(modelo(para( evaluar(
las( posibles( alteraciones( de( la( ME( de( las( cepas( mutantes( obtenidas.( Los( ensayos( de(
sensibilidad( a( desoxicolato( sódico (de( las( cepas( mutantes,( al( igual( que(ocurriera( con( la(
sensibilidad( a( polimixina( B,( mostraron( que( el( mutante(∆omp10( de(B.! ovis( PA( era( más(
sensible( a( la( acción( de( este (detergente( que( la( cepa( parental,( mientras( que( el( mutante(
∆omp19!se(comportaba( de( forma( similar( a(B.! ovis( PA((Figura*22.*AiB).(En( el( caso(de(los(
mutantes(∆omp10(y (∆omp19!de(B.!abortus( 544(ambos(mostraron(mayor(sensibilidad( a(este(
detergente ( que( la( cepa( parental( 544( (Tibor( et! al.,( 2002).( Parece,( por( lo ( tanto,( que( la(
eliminación(del(gen(omp10,(tanto (en(la(cepa(lisa(B.!abortus(544(como(en(la(rugosa(B.!ovis(PA,(
provoca(un( aumento(en( la( sensibilidad( de(la(bacteria( al(desoxicolato(sódico,(aunque(esta(
correlación(se(produce(con( la( deleción( del(gen( omp19.( Este(aumento (en( la( sensibilidad( al(
desoxicolato (sódico(en(ambas(estirpes(de(Brucella((una(de(fenotipo(liso(y(otra(de(fenotipo(
rugoso)(al(eliminar(el(gen(omp10 (podría( ser( debido(a(que(se(produzcan( cambios(en( la(ME(
de(estas( bacterias,( independientes( de(la( estructura( de( su( LPS,( que( facilitarían( la( acción(
detergente(de(este(compuesto.
En( la( caracterización( de(las( cepas(mutantes(de(B.! ovis( PA(obtenidas(en( este(trabajo(se(
incluyó(el(análisis(de(la(sensibilidad(a(peróxido(de(hidrógeno(ya(que(este(compuesto(forma(
parte(de(los(mecanismos( oxígeno[dependientes( que(posen( las(células( fagocíticas( para( la(
destrucción( de( bacterias( y(parece(contribuir( al( control( de( la( replicación( intracelular( de(
Brucella ( spp.( (Jiang (&(Baldwin,( 1993;( Kim( et! al.,( 2000).( Los( resultados(mostraron( cómo(
ambos( mutantes( ∆omp10( y( ∆omp19( de( B.! ovis( PA( fueron( significativamente( más(
susceptibles(al(peróxido(de(hidrógeno(que(la(cepa(parental( (Figura*23)(lo (que,(sumado(al(
conjunto( de( los( resultados,( hace( pensar( que(ambos( mutantes(muestran( alteraciones,( en(
mayor(o(menor(grado,(en(las(propiedades(de(su(ME.(
Una(de(las(principales(características(de(las(especies(del(género(Brucella (es(su(capacidad(
para( infectar( células( fagocíticas( y ( sobrevivir( en( su( interior( estableciendo( un( nicho(
replicativo((Capítulo(3(de(la( Introducción.(Figura*2).(En(macrófagos(no(activados,(como(la(
linea(celular(de(macrófagos(murinos(J774.A1,(se(ha(observado(que(las(cepas(lisas(virulentas(
de(Brucella (muestran( una( curva( de( replicación( característica( (Baldwin( &(Goenka,( 2006;(
((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((Discusión((113
Grilló(et!al.,(2011)(que(a(menudo (muestra(un(descenso (de(entre(0,5(y (1(log(UFC(durante(las(
primeras(12[15(horas(p.i.(y,(posteriormente,(un( incremento(de(entre(1(y(2(log(UFC(después(
de(24[48(horas(de(infección.(Se(relaciona( con( defectos(en( la(virulencia( bacteriana( el(hecho(
de( que,( transcurridas( las( primeras( 12( horas( p.i.,( la( cepa( ensayada( muestre( un( rápido(
descenso(en( el(número(de(UFC(intracelulares((Baldwin(&(Goenka,(2006).(La( cepa( rugosa(
virulenta( B.! ovis( PA( también( es( capaz( de( invadir( y( sobrevivir( intracelularmente( en(
macrófagos( murinos( (Martín[Martín( et! al.,( 2010)( y ( su( capacidad( de( multiplicación(
intracelular(es(un(factor(determinante(en(la(virulencia((Martín[Martín(et! al.,(2010).(Por(ello,(
se(incluyó (un(estudio(de(infección(de(macrófagos(para(analizar(la(implicación(de(los(genes(
omp10( y(omp19(en( la( internalización( y(multiplicación( de(B.!ovis!PA(en( células( fagocíticas(
profesionales.( Tras( el( análisis( de( los( resultados,( podemos( concluir( que( la( presencia( los(




para( los( mutantes(∆omp10( y(∆omp19( de (B.! abortus( 544( (Tibor( et! al.,( 2002).(Además,( un(
estudio( realizado( recientemente( en( células( HeLa( ha( relacionado ( la( ausencia( de(
lipoproteínas((lipG)(en( la(estirpe(lisa(B.!abortus!544(con(cambios(en(la(superficie(celular(que(
afectarían( únicamente( a( la( actividad( adherente( de( bacterias(pero( no(a( su( capacidad( de(
internalización(en(las(células(hospedadoras((Kim(et!al.,(2013).(
Tras(la( internalización(de(las(cepas(B.!ovis!∆omp10(y (B.!ovis!∆omp19 (en(el(interior(de(los(
macrófagos,(se(observó (un(descenso(en(el(número(de(UFC(intracelulares(del(orden(de(1(log(
a( las(24(horas(p.i.,(posteriormente,(el(número(de(UFC(se(mantuvo(estable(hasta(el(final(del(
experimento,( mientras( que( en( la( cepa( parental( el( número ( de( UFC( intracelulares( se(
mantuvo(constante(durante( todo (el( tiempo(analizado(sin( observarse(dicho(descenso (de(
UFC( en( las( primeras( horas( p.i.( (Figura* 24* AiB).( Esto( podría( sugerir( que( aunque( los(
mutantes(podrían( ser(mas(sensibles(que(la(cepa(parental(a( las(condiciones(iniciales(dentro(
de(la(célula( fagocítica( (Figura*24*AiB),(hecho(que(también( estaría(avalado(por(el(aumento(
de( sensibilidad( observado( en( ellos( al( peróxido( de( hidrógeno( (Figura* 23),( ambos(
conseguirían( interaccionar( con( el( RE( y( desarrollar( una( BCV( donde( se( darían( las(
condiciones(óptimas(para(la(replicación,(por(lo(que(la(ausencia(de(los(genes(omp10(y(omp19(
no(parece(afectar(de(forma(significativa(a(la(supervivencia(en(el(interior(de(los(macrófagos.(
En(concordancia( con( esto,(el(mutante (∆omp19(de(B.!abortus( 544(también(mostró (un( ligero(





Además( de( estos( ensayos( de( infección( de( macrófagos( in! vitro,( para( llevar( a( cabo (la(
caracterización( de( los( mutantes( obtenidos( en( este ( trabajo,( se( realizaron( estudios( de(
colonización(esplénica(in!vivo(en(modelo(murino (ya(que,(durante(el(curso (de(la(infección(en(
la( brucelosis(murina,( el( recuento (de(bacterias( en( el( bazo(de( los( ratones(proporciona( un(
perfil(altamente(reproducible(y(sensible(a( pequeñas(variaciones(de(la(virulencia( (Grilló (et!
al.,(2011)((Capítulo (3(de(la(Introducción).(En(el(curso (de(la( infección(de(B.!ovis(PA(en(ratón,(
la( semana( 3( p.i.( coincide(con( el( punto(de(máxima( infección( esplénica( (fase( aguda)(y( la(
semana(8(p.i.(con(un(punto(en(el(que(los(recuentos(esplénicos(han(comenzado(a(disminuir(
(fase( crónica( de( declive)( (Jiménez( de( Bagués( et! al.,( 1993;( Caro[Hernández( et! al.,( 2007;(
Martín[Martín( et! al.,( 2012).( La( cepa( B.! ovis( ∆omp10,( presentó( un( comportamiento(
relativamente(similar(al(de(la( cepa(parental(B.!ovis!PA(con( la( salvedad( de(que(el( grado(de(
colonización( esplénica( observado(en( la( semana( 3( p.i.( fue(del( orden( de( 1( log(inferior( al(
alcanzado(por(la(cepa(parental((Figura*25*A).(Lo(que(parece(indicar(que(el(mutante !∆omp10(
de(B.!ovis!PA(no(es(capaz(de(alcanzar(el(mismo(nivel(de(infección(que(la(cepa(parental(en(la(
fase( aguda( aunque,( posteriormente,( sí( puede( de( establecer( una( infección( persistente.(
Considerando(estos(resultados(no(se(puede(descartar(una(participación(del(gen(omp10(en(la(
virulencia( de(B.!ovis( PA(en(ratón,(aunque(dicha(participación(parece(poco(relevante.(En( lo(
que( se( refiere( a( la( cepa( mutante( ∆omp19( de( B.! ovis( PA,( esta( mostró( un( grado( de(
colonización(esplénica(similar(en(todo(momento(al(observado (en(la(cepa(parental(virulenta(
(Figura*25*A)(por( lo(que,( en( las(condiciones( experimentales( empleadas,(el( gen(omp19 (no(
parece(presentar(un(papel( relevante(en(el(establecimiento(del(proceso(infeccioso(en(B.!ovis(
PA(en(el(modelo(murino.
El(hecho(de(que( las(lipoproteínas(Omp10(y (Omp19( tengan( un( papel( irrelevante(en( la(
virulencia( de(B.! ovis( en( modelo(murino(resulta( sorprendente(ya( que(estas( lipoproteínas(
intervienen(en(la(virulencia(de(la(cepa( lisa!B.!abortus(544((Tibor(et!al.,(2002).(Además,(era(de(
esperar( que( en( una( especie( naturalmente( rugosa( como( B.! ovis,( carente( de( cadenas(
polisacarídicas(O( en( el( LPS(de(la(ME,(estas(PME(podrían( tener(mayor( implicación( en( el(
establecimiento(y/o( evolución( del( proceso( infeccioso,( ya( que( en( las( cepas(naturalmente(
rugosas(algunas(PMEs,(como(Omp10(y(Omp19,(están(mas(expuestas(en( la(superficie(de(la(
bacteria( que( en( las( estirpes( lisas( donde( estas( proteínas( se( ven( enmascaradas( por( las(
cadenas(polisacarídicas(O!(Cloeckaert(et!al.,(1990;(Bowden(et!al.,(1995a).






como( mediadores( de( la( respuesta( pro[inflamatoria( en( la( especie( lisa( B.! abortus(
(Giambartolomei(et!al.,(2004).
A(pesar( de( la( ausencia( de( implicación( en( la( virulencia( en( ratón,( en( las( condiciones(
ensayadas,(no (se (puede(descartar(por(completo (la( implicación(de(los(genes(omp10(y(omp19!
en(la(virulencia(de(B.!ovis(en(el(hospedador(natural.
En( lo(sucesivo,(podría( ser( interesante(analizar( la( respuesta( inmune(que(desencadenan(
las(proteínas(Omp10(y(Omp19(en(el(curso(de(la(infección(producida(por(B.!ovis(para(ver(si(
la( construcción( de( cepas( portadoras( de( esta/estas( mutaciones( podría( ser( útil( en( el(
desarrollo(de(vacunas(vivas(inmunológicamente(diferenciables(de(las(cepas(virulentas.
1.3.*Mutantes*∆bacA,*∆omp31*y*∆bacA/∆omp31









virulencia( y(la( estabilidaz(bacteriana.(Para( ello,(mediante(doble (recombinación( homóloga(
(Capítulo( 4( de(Materiales( y (Métodos),( se (sustituyó(en( el( mutante(∆bacA( de(B.! ovis( PA(
previamente(construido(y(caracterizado(((Martín[Martín(et! al.,(2012),(el(gen(omp31(silvestre(
por( el( gen( omp31! delecionado( mediante( PCR( de( solapamiento.( Siguiendo( la( misma(
metodología,(se(construyó (un(mutante(∆omp31!de(B.!ovis(PA(que(nos(serviría(como(control,(
ya( que,( el( mutante( ∆omp31( de( B.! ovis( PA( del( que( disponíamos( se( había( construido(




fenotipo( silvestre( y( las( cepas( con( el( plásmido( completo( integrado( en( su( cromosoma(
obtenidas(en(este(trabajo((Tabla*V)(fue(confirmada(mediante(PCR,(Southern!Blot( (Figura*18)(
y(secuenciación.
Tras( la( caracterización( genotípica,( se( procedió( a( analizar( el( crecimiento ( in! vitro,( las(





Los( mutantes( ∆omp31! y( ∆bacA/∆omp31( de( B.! ovis( PA( obtenidos( en( este( trabajo ( se(
comportaron(de(forma(similar(a(B.!ovis(PA(y(al(mutante(B.!ovis!∆bacA(en(lo (que(se(refiere(al(
crecimiento (en( medio(líquido((Figura*20*CiD).( Sin( embargo,( en( el( crecimiento (en(medio(
sólido,(en(ambos(mutantes(fue (necesario (un(día(mas(de (incubación(para(observar(colonias(
visibles(y (se(obtuvieron(recuentos(de(UFC/ml( ligeramente (inferiores(a(los(obtenidos(con(B.!
ovis( PA( (Tabla* VI),( lo( que( parece( indicar( que( la( eliminación( del( gen( omp31( afecta(
negativamente(al(crecimiento(de(B.!ovis(PA(en(medio(sólido.
En(cuanto(a( la( capacidad(de(autoaglutinación,(en( ambos(mutantes(B.!ovis(∆omp31(y(B.!
ovis! ∆bacA/∆omp31! se(observa( una(marcada( capacidad(de(autoaglutinación( (Figura*21*Ci
D),(mientras(que(B.!ovis(PA(y(el(mutante(∆bacA(de(B.!ovis(PA(permanecieron(en(suspensión.(
Podemos( relacionar,( por( tanto,( la( ausencia( del( gen( omp31( con( la( capacidad( de(
autoaglutinación(en(B.!ovis(PA.
Tras( la( exposición( a( polimixina( B( el( porcentaje( de( supervivencia( del( doble(mutante!
∆bacA/∆omp31(de(B.!ovis(PA,(aunque(fue(ligeramente(inferior(al(observado(por(el(mutante(
B.!ovis(∆bacA,( fue(similar( al( de( la( cepa( parental( (Figura* 22*A).(Sin( embargo,(el( mutante(
∆omp31( de(B.! ovis( PA( fue( considerablemente (mas( sensible( a( polimixina( B( que( la( cepa(
parental((Figura*22*A).(En(los(ensayos(realizados(de(resistencia(a(desoxicolato(sódico,(tanto(
en( el(mutante(simple(B.!ovis(∆omp31! como(en( el( doble(mutante(B.! ovis!∆bacA/∆omp31( se(
observó (un(menor(porcentaje(de(supervivencia(a(este(detergente(que(el(observado(en(B.(ovis!




relacionada( con( una(mayor( sensibilidad( a( desoxicolato(sódico(y(a( peróxido(de(hidrógeno(
en( la(cepa(B.!ovis(PA.(Sin(embargo,(el(incremento (de(sensibilidad( a(polimixina(B(originado(
por( la( eliminación( del( gen( omp31( en( B.( ovis( PA((Figura* 22*A)( se(ve(compensada( por( la(
deleción(simultánea(del(gen(bacA,(ya(que(el(doble(mutante(∆bacA/∆omp31(de(B.!ovis(PA(fue(
más(resistente(a(este(péptido(catiónico(que(el(mutante(simple(B.!ovis(∆omp31.
Respecto (a( la( capacidad(de(colonización,(supervivencia(y(multiplicación( intracelular(en(
cultivos( de( macrófagos( murinos( el( doble(mutante( B.! ovis! ∆bacA/∆omp31( y( el( mutante(
simple( B.! ovis! ∆omp31! mostraron( un( comportamiento ( similar( (Figura* 24* CiD).( Ambos(




constante(hasta( el( final(del( experimento((Figura*24*CiD).(Estos( resultados(apuntan(a( que(
los(defectos(que(se(observan( en(las(primeras(horas(p.i.(en( el( doble(mutante(B.!ovis!∆bacA/
∆omp31! se(deben( a( la( inactivación( del(gen(omp31( y(no(a( la( del( gen( bacA.(Esto,(a( su( vez,(
coincide(con(lo (descrito(por(Martín[Martín(et!al.,(en(cuyo(trabajo (se(ponía(de(manifiesto (que(
la(eliminación(del(gen(bacA(en(la(cepa(virulenta(naturalmente(rugosa(B.!ovis(PA(no (afectaba(
ni( a( su( capacidad( de( internalización( ni( a( su( multiplicación( intracelular( en( macrófagos(
murinos((Martín[Martín(et!al.,(2012).
Para( conocer( si( estos(mutantes(muestran(una( atenuación(de(su(virulencia,(además(del(
estudio( de( infección( in! vitro( de( macrófagos( murinos,( se( llevó( a( cabo( un( estudio( de(
colonización(esplénica( in!vivo!en(modelo(murino.(Los(resultados(obtenidos(mostraron(que(
tanto(el(mutante(simple(∆omp31(como(el(doble(mutante(∆bacA/∆omp31( alcanzan(el(mismo(
grado (de( colonización( esplénica( que( la( cepa( parental( virulenta( B.! ovis( PA(y(el( mutante!
∆bacA(de(B.!ovis( PA(tanto(en( la( semana( 3(p.i.(como(en( la( semana( 8(p.i.((Figura*25*A).(Por(
tanto,( parece( que( ni( la( eliminación( del( gen( omp31,( ni( la( del( gen( bacA,( influyen( en( la(
colonización( esplénica( en(modelo (murino(de( la( cepa(B.! ovis( PA.(Tampoco(la( eliminación(
simultánea(de(ambos(modifica(la(virulencia(de(B.!ovis(PA.
La(construcción(de(mutantes(con(uno (o (varios(genes(delecionados(repercute(también(en(
el( campo( de( la( investigación( encaminada( al( desarrollo ( de( vacunas( marcadas( para( la(
diferenciación( serológica.( Así,( la( eliminación( de( genes( codificantes( de( proteínas(
inmunodominantes(permite(generar( cepas( que(desencadenen( una( respuesta( inmune(que(
posibilita(establecer(una(diferenciación( entre(la( cepa(vacunal(y(la( infección( producida(por(
cepas( naturales.(Este(es( el( caso(de(la( proteína( Omp31(que,( aunque(se(ha( descartado(su(
relación( con( la( virulencia( en( B.! ovis( en( modelo( murino,( es( una( de( las( proteínas(
inmunodominantes(en(el(transcurso(de(las(infecciones(ocasionadas(por(B.!ovis( (Vizcaíno(et!




opinión,( la( búsqueda( de( nuevos( mutantes( múltiples( es( una( vía( de( investigación( a(
continuar.
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2.* Mutantes* atenuados* de* B.( ovis* PA* como* vacunas* vivas* frente* a* infecciones*
producidas*por(B.(ovis
B.!ovis!es(el(agente(causal(de(la(epididimitis(contagiosa( en(carneros,(enfermedad(para(la(
cual( aún( no(existe( una( vacuna( específica.( La( cepa( lisa( atenuada( B.!melitensis( Rev1( es( la(
vacuna( que( actualmente( se ( emplea( en( el( control( de( las( infecciones( producidas( por( B.!
melitensis( en( ganado(ovino(y(caprino(y,(además,( se(considera( la(mejor( vacuna(disponible(
frente( a( la( brucelosis( causada( por( la( especie( naturalmente( rugosa( B.! ovis( (Blasco,( 1997;(
Marín( et! al.,( 1990).( Sin( embargo,( además( de( otros( inconvenientes,( esta( vacuna( induce(
anticuerpos( frente( al( S[LPS( que( es( el( principal( antígeno ( en( las( pruebas( serológicas(
empleadas( actualmente( en( el( diagnóstico ( de( la( brucelosis( causada( por( especies( lisas(
(Blasco,(1997).(Por(ello,(el(uso(de(B.!melitensis(Rev1(está(prohibido (en( los(países(o(regiones(
donde(las(infecciones(causadas(por(B.!melitensis( se (consideran(erradicadas((Cassataro(et! al.,(
2005)( y,( en( consecuencia,( esta( vacuna( tampoco( puede( ser( usada( en( la( profiláxis( de( las(
infecciones(causadas(por(B.!ovis.
Ya( que( las(vacunas(vivas(atenuadas( han( sido(las( que(han( proporcionado (los(mejores(
resultados,(en( términos(de(protección,(frente(a( las(infecciones(causadas(por(otras(especies(
de(Brucella (como(B.! abortus( y (B.! melitensis( (Ficht( et! al.,( 2009;(Godfroid( et! al.,( 2011)( cabe(
esperar(que(una( cepa( atenuada( sea( la(mejor(elección(como(vacuna( frente(a(las(infecciones(
causadas(por(B.!ovis.(Las(vacunas(vivas(son( capaces(de(inducir(altos(niveles(de(protección(
con( la( administración( de( una( dosis( única( ya( que( portan( todos( los( componentes(
inmunogénicos(que(pueden(estar(involucrados(en( la(protección( (Schurig(et! al.,(2002;(Ko(&(
Spliver,( 2003).( Además,( la( persistencia( de( la( cepa( vacunal( en( el( hospedador( ayuda( a(
estimular(a( largo(plazo(esta(inmunidad(protectora((Grilló (et!al.,(2000;(Grilló(et! al.,(2011).(En(
contraste,( las( vacunas( subcelulares( han( demostrado,( en( general,( una( baja( eficacia(
protectora( frente( a( las( infecciones( ocasionadas( por( Brucella( y,( además,( requieren( la(
administración(de(varias(dosis(y(el(empleo(de(adyuvantes((Ficht(&(Rice[Ficht,(2012).(En(las(
vacunas(vivas,(una(virulencia( residual(elevada(de(podría(comprometer(la(seguridad(de(las(
mismas( lo (que( constituye( una( desventaja( frente( a( vacunas( que(son( totalmente( seguras(
como(las(vacunas(subcelulares(y(las(vacunas(de(ADN((Ficht(&(Rice[Ficht,(2012).(Es(por(ello,(
que(en(el(desarrollo(de(vacunas(vivas(atenuadas(es(importante(garantizar(la(estabilidad(del(
fenotipo(de(la( cepa( vacunal( (Grilló(et! al.,(2000)(así( como(la( imposibilidad( de(revertir( a( la(
forma(virulenta( (Moriyón( et! al.,(2004).(En(este(sentido,(las( cepas(portadoras(de(múltiples(
mutaciones(proporcionan(mayor(seguridad.(Un(análisis(del(genoma(de(la(vacuna(clásica(B.!
((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((Discusión((119
abortus( S19(mostró(diferencias,( con( respecto(a( las(estirpes(virulentas(de(B.! abortus,( en( 24(
genes(asociados(con(virulencia(bacteriana(con(lo (que(la( restauración(de(la(virulencia(en(B.!
abortus(S19(se(considera(casi(imposible(de(forma(espontánea((Crasta(et!al.,(2008).(
Teóricamente,( la( cepa( vacunal( rugosa( B.! abortus( RB51( podría( constituir( una( buena(
alternativa(a(B.melitensis(Rev1(para(la(prevención(de(infecciones(ocasionadas(por(B.!ovis,(ya(
que(su( interferencia(con(el(diagnóstico (es(mínima.(Pero(se(ha(demostrado (que(esta(vacuna(
atenuada(es( ineficaz(frente(a(B.!ovis( en( ganado (ovino((Jiménez(de(Bagués(et! al.,(1995).(Es(
más,(aunque(se(han(documentado(casos(de(protección(heteróloga,(se(ha(demostrado(que(en(
el( ganado( las( especies( homólogas(de(Brucella (confieren( más(protección( que(las( especies(
heterólogas((Adams,(1990).
Por( todo(esto,(parece(lógico(pensar(que(una(cepa( atenuada(de !B.!ovis(sería(el(candidato(
más(interesante(para( desarrollar(una(vacuna( específica( frente(a( la( epididimitis(contagiosa(
del( carnero.(En( este(sentido,(un( trabajo (publicado(recientemente(describe(como(una( cepa(
atenuada( de(B.!ovis( es( capaz(de(inducir( una( buena( respuesta( inmune(en( su( hospedador(
natural( aunque(no(se(ha( evaluado(su( eficacia( protectora( frente(a( la( infección( (Silva( et! al.,(
2013).
Debido(a(lo(anteriormente(expuesto,(uno(de(los(objetivos(de(este(trabajo(ha(sido(analizar(
el( potencial( de( cinco(mutantes( de (B.! ovis( PA,( cuya( atenuación( había( sido(previamente(
demostrada( en(modelo (murino( (Caro[Hernández( et! al.,( 2007;(Martín[Martín( et! al.,( 2012),(
como(vacunas(vivas(atenuadas(frente(a(infecciones(producidas(por(B.!ovis,(en(comparación(
con(la(vacuna(clásica(heteróloga(B.!melitensis(Rev1.
En( experimentos( previos( (Caro[Hernández( et! al.,( 2007;( Martín[Martín( et! al.,( 2012),( se(
observó (que( las( cepas( mutantes(∆omp25d,! ∆omp22,(∆vjbR,( ∆virB2( y(∆cgs( de(B.! ovis( PA(
(Tabla* I),( inoculadas( en( una( dosis( de ( aproximadamente( 106( UFC/ratón,( estaban(
fuertemente(atenuadas((Figura*26*AiB).(En(base(a( la(atenuación(previamente(mostrada,(se(
estableció ( como(dosis( vacunal( 108( UFC/ratón( para( las( cepas( mutantes! ∆omp22,(∆vjbR,(
∆virB2(y(∆cgs!de(B.!ovis(PA(y(107(UFC/ratón(para(la(cepa(B.!ovis(∆omp25d ([(ya(que(en(esta(
cepa(se(observaron(niveles(de(colonización(esplénica(superiores(a(B.!ovis!PA(en(la(semana(1(
p.i.( (Figura* 26*A).(Estas(dosis( se(establecieron( con( el( fin( de(aumentar( tanto(el( grado(de(
colonización( esplénica( como (la( persistencia( bacteriana( ya( que,( aunque(las( vacunas(vivas(
atenuadas(deben(mostrar(una( disminución(de(la( virulencia( en( comparación( con( las(cepas(
parentales(virulentas,(estudios(llevados(a(cabo (con(las(cepas(B.!abortus(2308,(B.!abortus!S19(y(
B.!abortus!RB51(sugieren(que(para(que(se(induzca(una(inmunidad(adecuada(y(duradera(las(
cepas(vacunales(deben( sobrevivir( un( tiempo(en( los( tejidos(del( sistema( reticuloendoterial(




de(vacunación( establecidas,( recuentos(esplénicos( inferiores( a( los( observados( con( la( cepa(
parental(virulenta(B.!ovis(PA,(excepto (en(el(caso(de(la(cepa(B.!ovis(∆cgs(que(mostró(un(grado(
de(colonización( esplénica( similar(al( de(la( cepa( parental.(Por(tanto,(el( aumento (de(la( dosis(
de(inoculación(consiguió(que(los(mutantes(∆omp25d,!∆omp22,(∆vjbR(y(∆virB2(de(B.!ovis(PA,(
a( la( vez( que( seguían( mostrando( atenuación,( produjeran( un( incremento( del( grado( de(




esplénica( muy(similar( al( observado(en( la( cepa( parental( y(que(a( la( dosis( 106( UFC/ratón(









et! al.,( 2011).( Éstos( son( sensibles( a( pequeñas( variaciones( de( la( virulencia,( por( lo( que(
habitualmente( se( emplean( para( evaluar( la( atenuación( de( cepas( mutantes( frente( a( la(
parental.( Dependiendo( de( la( capacidad( de(multiplicarse ( y( persistir( en( el( bazo( de( los(
ratones(se(pueden(distinguir(tres(categorías(de(cepas(de(Brucella:(virulentas,(atenuadas(y(no(
virulentas( (Grilló( et! al.,( 2011).( Las( cepas( virulentas( muestran( un( perfil( de( colonización(
esplénica( en( el(que(se(observan( varias(fases:(i)(el( inicio(de(la( infección( o(colonización( del(





más( allá( de( 36( semanas.( Las( cepas( no(virulentas,( independientemente( de( la( dosis,( son(
incapaces(de(multiplicarse(o (persistir,(y(las(cepas(atenuadas(pueden(multiplicarse(al(nivel(
de(las(cepas(virulentas( en( las(fases(tempranas(pero(persisten( cortos(periodos(de(tiempo,(
incluso(cuando(se(inoculan(dosis(altas((Grilló(et! al.,(2011).(Teniendo(en(cuenta( los(patrones(
de( colonización( esplénica( mencionados,( y ( como( era( de( esperar( dado( lo ( descrito(
((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((Discusión((121
previamente(para(esta(cepa((Jiménez(de(Bagués(et! al.,(1994;(Caro[Hernández(et!al.,(2007),(B.!















la( cepa(∆virB2(de(B.!ovis( PA(no (alcanzó (los(recuentos(máximos(de(colonización( esplénica(
hasta( el( día( 28(p.i.,( siendo(los(niveles(de (infección( observados( similares(a( los(alcanzados(
por(la(cepa(parental((Figura*29*D).(Dado(que(el(día(28(p.i.(se(seleccionó (para(llevar(a(cabo(la(
infección(experimental(en( los(ensayos(de(protección,(la( cepa(mutante(∆virB2 (de(B.!ovis(PA(




virulencia( de( la( cepa( (Grilló( et! al.,( 2011).( En( las( estirpes( virulentas,( generalmente,( se(
observa(un(fuerte (aumento(del(peso(del(bazo((≥0,400(g)(que(se(pone(de(manifiesto(desde(la(
semana( 3( p.i..( La( cepa( vacunal( B.! abortus( S19( induce( un( pico ( característico( de(
esplenomegalia(que(tiene(lugar(en( torno(a(la( semana(2(p.i.(y (que,(dependiendo(de(la(dosis,(
puede(superar( incluso (al(observado (con( las(estirpes(virulentas(B.!abortus( 2308(o(544(en(el(
mismo(periodo(de( tiempo.( Sin( embargo,(mientras( que(en( los( ratones( infectados( con( B.!
abortus(S19(el(peso(del(bazo(disminuye(rápidamente,(en(los(ratones(inoculados(con(estirpes(
virulentas( el( incremento(de(peso(en( el( bazo(puede(mantenerse(hasta( el( final( de( la( fase(
crónica((Grilló (et! al.,(2011).(Como(era(de(esperar,(según( lo(descrito(por(otros(autores((Silva(
et!al.,(2011),(en(los(ensayos(llevados(a(cabo(en(este(trabajo (en(los(animales(inoculados(con(la(
cepa( virulenta( B.!ovis( PA(se(observó(una(marcada( esplenomegalia( a( partir( del( día( 14(p.i.(
que(se(mantuvo(hasta( el(final( del( experimento(el( día( 28(p.i.( (Tabla*VIII).(También(en( los(
122((Discusión
bazos( de( los( animales( inoculados( con( la( cepa( vacunal( B.! melitensis( Rev1( se(observó (un(
aumento(de(peso(entre(los(días(7(y(21(p.i.(destacando(un(pronunciado(pico(en(torno(al(día(
14( p.i.( (Tabla* VIII).( Sin( embargo,( los( bazos( de( los( animales( inoculados( con( las( cepas(
mutantes(∆omp25d,!∆omp22,(∆vjbR(y(∆virB2!de(B.!ovis(PA(no(superaron(los(0,200(g(en(todo(
el( periodo(de(tiempo (analizado.(Este (hecho (parece(más(propio (de(las(cepas(no (virulentas(
que,(incluso(cuando(se(inoculan(dosis(altas,(raramente(causan(un( incremento(en(el(tamaño(
del( bazo( (Grilló( et! al.,( 2006).( Una( leve( inducción( de( esplenomegalia,( siempre( que( no(
perjudique( a( la( correcta( inducción( de( la( respuesta( inmune( y,( por( ende,( a( la( eficacia(
protectora(de(la( cepa(vacunal,(puede(considerarse(una( ventaja( en( cepas(atenuadas(que(se(
postulan( a( candidatos( como( vacunas( vivas,( ya( que( supondría( minimizar( este( efecto(
secundario ( de( la( vacunación.( Por( tanto,( la( reducida( esplenomegalia( inducida( por( los(
mutantes(de(B.!ovis(PA(constituye(una(mejora(sobre(la(vacuna(actual(B.!melitensis(Rev1(que(
induce( una( marcada( esplenomegalia( (Stevens( et! al.,( 1995;( Arenas[Gamboa( et! al.,( 2008;(
González(et!al.,(2008)((Tabla*VIII).
Además,( se( ha( descrito( que(en( los( bazos( de( los( animales( infectados( con( B.! ovis,( se(
observan( microgranulomas( durante( el( periodo ( de( tiempo( en( el( que( se( produce(
esplenomegalia( (Silva(et!al.,(2011),(mientras(que(en(los(animales(infectados(con(un(mutante(
atenuado ( en( el( transportador( ABC( (∆abcAB)! de( B.! ovis! en( los( que( no( se( indujo(
esplenomegalia( tampoco(se(detectaron(estas(histopatologías((Silva(et! al.,(2011).(Aunque(en(





Para( analizar( la( respuesta( inmune( de( naturaleza( humoral( inducida( por( las( cepas(
∆omp25d,!∆omp22,(∆vjbR(y (∆virB2!de(B.!ovis(PA(se(determinaron(en(el(suero(de(los(animales(
inmunizados(los(niveles(de(anticuerpos(tanto(de(la( clase(IgG(como(de(las(subclases( IgG1,(
IgG2a( e(IgG2b( capaces(de(reaccionar( con( células(enteras(de(B.!ovis!PA.(Todos(los(mutantes(
analizados(en(este(trabajo(indujeron(la(producción(de(un( elevado(título(de(anticuerpos(de(
la( clase( IgG,( frente(a( células( enteras(de(B.! ovis( PA,(detectados(a( partir( del( día( 7( p.i.( Sin(
embargo,(en( el( suero(de(los(animales(inoculados(con( la( cepa(vacunal(B.!melitensis(Rev1(los(
niveles(de(anticuerpos(reactivos(con(células(enteras(de(B.!ovis(PA(fueron(significativamente(
menores(a(lo (largo(de(todo(el(periodo(de(tiempo (analizado((Figura*30).(Estos(resultados(no(




Moriyón,( 1987;( Bowden( et! al.,(2000).( Sin( embargo,(en( las(cepas(lisas(de(Brucella,( como(la(




los( antígenos( de( superficie( de( B.! ovis! en( muestras( de( suero( procedentes( de( carneros(
infectados( experimentalmente(con( cepas( lisas( de(B.! abortus( y(B.! melitensis( (Suárez( et! al.,(
1988;(Suárez(et! al.,(1991).(Sin(embargo,(hay(que(tener(en(cuenta(que(aunque(la(colonización(
esplénica( fue(similar( a( la( observada( con( la( cepa(B.!ovis(∆omp25d,( la( dosis(de(inoculación(
empleada( con( la( cepa(B.!melitensis(Rev1(fue(muy(inferior(a( la(empleada( con( los(mutantes(
derivados( de( B.! ovis( PA,( lo( que( también( podría( influir( en( el( desarrollo( inicial( de(
anticuerpos.
Aunque(el(papel(de(los(anticuerpos(en(el( control(de(la(brucelosis(murina( sigue(siendo(
analizado ( en( el( momento( presente,( y( algunos( autores( consideran( que( éstos( no( son(
relevantes(para(el(control(de(la(infección(ocasionada(por(la(especie(lisa(B.!abortus!(Goenka(et!
al.,( 2011),( en( la( especie ( rugosa( B.! ovis( la( capacidad( de( los( anticuerpos( para( conferir(
protección(en(ratón(sí(parece(jugar(un(papel(significativo,(siendo(las(funciones(protectoras(
que( se(atribuyen( a( los( anticuerpos( frente( a( B.! ovis( la( opsonización,( la( mediación( de( la(
muerte ( extracelular( por( el( complemento( o ( la( citotoxicidad( celular( dependiente( de(
anticuerpos( (Jiménez( de( Bagués( et! al.,( 1994).( Se( cree( que( los( principales( antígenos(
involucrados( en( la( protección( frente( a( B.! ovis( son( el( R[LPS (y( algunas( PMEs,( ya( que( la(
transferencia( pasiva( de( anticuerpos( monoclonales( específicos( frente( a( estos( antígenos(
confiere(protección(frente(a(B.!ovis((Bowden(et!al.,(1995b;(Bowden(et!al.,(2000).(Por(todo(esto,(
es( deseable( que( una( vacuna( frente ( a( B.! ovis( sea( capaz( de( inducir( un( buen( nivel( de(
anticuerpos(específicos(frente(a(estos(antígenos(de(superficie.
La(proporción(de(las(distintas(subclases(de(IgG(generadas(durante(la( respuesta( inmune(
da(una( idea( de(la( naturaleza( de(la(misma.(Así,(en(modelo(murino,(cuando(el( isotipo(IgG1(
predomina(sobre(el(resto (se(considera(que(la(respuesta(inmune(inducida(es(principalmente(
de(naturaleza(humoral(o(Th2(y(si( los( isotipos(que(predominan( son( IgG2a,( IgG2b(e(IgG3( se(




la( subclase(IgG3( (Elzer( et! al.,(1994a)(y(tras( la( infección( con(B.!abortus(2308(los(anticuerpos(
que(se(detectaron( en( el( suero(de(ratones(CD[1,(específicos( frente(al( S[LPS,( fueron( de(las(
subclases(IgG3(e(IgG2a((Fernández[Lago(et! al.,(1996).(Dado(que(los(principales(antígenos(de(
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superficie( en( cepas( lisas( de(Brucella( son( las( cadenas( polisacarídicas(O( del( S[LPS( estos(




Con( respecto ( a( la( estirpe( virulenta( rugosa( B.! ovis,( no( existen( trabajos( previos( que(
analicen,(frente(a( células(enteras,(los(distintos(isotipos(de(inmunoglobulina(de(la(clase(IgG(
inducidos.( Únicamente(se (ha( descrito(que,( tras( la( infección( con( B.! ovis,( los( anticuerpos(
reactivos(con( el( HS(de(B.! ovis,( fueron( predominantemente(de( las(subclases(IgG2a( e(IgG3(
(Jiménez(de(Bagués(et! al.,(1994).(En(el(estudio(llevado(a( cabo(en(este(trabajo(se (analizaron,(
frente(a(células(enteras(de(B.!ovis,(las(subclases(IgG1,(IgG2a(e (IgG2b(generadas(en(el(suero (de(
los(animales(inmunizados(con(las(distintas(cepas(mutantes(atenuadas(derivadas(de(B.!ovis(
PA.( Ninguna( subclase(de( IgG( predominó( claramente( sobre (el( resto ((Figura* 31)( lo( que(
parece(indicar(que(la( respuesta( inmune(que(se(induce(tras(la( inmunización( con( las(cepas(
mutantes(derivadas(de(B.!ovis(PA(es(mixta(de(naturaleza(Th1(y(Th2.(Esta(respuesta( inmune(
heterogénea( también( ha( sido(descrita( tras( la( inoculación( con( cepas(mutantes( atenuadas(
derivadas(de(la(especie(rugosa(B.!canis((Palomares[Resendiz,(et! al.,(2012)(y(contrasta( con( la(
respuesta( observada( tras( la( inmunización( con( vacunas( subcelulares( en( las( que,(
generalmente,( se( observa( un( claro(predominio(de( determinadas( subclases.( Así,( tras( la(
inmunización(con(HS(de(B.!ovis( [(sólo (o(con(adyuvante([(los(anticuerpos(detectados(fueron(
principalmente( de( las( subclases( IgG2a( e( IgG2b( (Jiménez( de( Bagués( et! al.,( 1994).( Tras( la(
inmunización(con(la(proteína(recombinante(Omp31(de(B.!melitensis((Cassataro(et!al.,(2005)(o(
con( la( quimera( BLSOmp31( (BLS;( Brucella !Lumacine! Synthase)( (Cassataro (et! al.,( 2007)( los(
anticuerpos( detectados,( específicos( frente( a( la( propia( proteína( recombinante( Omp31,(
fueron(de(las(subclases(IgG1(e(IgG2a(con(un(predominio (de (los(de(la(subclase(IgG1,(y(tras(la(





2009)(y (esto(parece(ser(una( de(las(claves(de(su( parasitismo((Martirosyan( et! al.,(2011).(Los(
TLR( juegan( un( papel( importante( en( la( inmunidad( innata( ya( que,( mediante( el(
reconocimiento(de(los(PAMPs,( son(una(de(las(primeras(lineas(de(defensa( del( hospedador(
frente( al( patógeno( (Kawai( &( Akira,( 2010).( La( activación( de( los( TLR( tiene( como(
consecuencia( la( producción( de( citocinas( pro[inflamatorias( por( las( células( del( sistema(
inmunitario( (Capítulo( 3( de( de( Introducción( y( Figura* 3).( Tras( la( infección( con( la( cepa(
((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((Discusión((125
virulenta( B.! abortus( 2308( los( niveles( de( citocinas( pro[inflamatorias( no( comienzan( a( ser(
significativos( hasta( el( final( de(la( fase(aguda( de(la( infección( (entre( los( días( 15(y(21( p.i.)(
(Fernández[Lago( et! al.,( 1996;( Zhan( &( Cheers,( 1998;( Fernández[Lago( et! al.,( 1999;(
Sathiyaseelan(et! al.,( 2006;(Cha( et! al.,(2010).(En( el(análisis(de(las(citocinas(producidas(en(el(




PA(no(alcanzaron(niveles(significativos(hasta( el(día( 14(p.i.(Esta( respuesta( tardía( pone(de(
manifiesto(que,( en( comparación( con( la( respuesta( inflamatoria( desencadenada( por( otras(
bacterias( Gram( negativas( como( Salmonella,( que( genera( citocinas( pro[inflamatorias(
detectables(en(suero(en(las(primeras(24(h(p.i.((Weiss(et!al.,(2005;(Barquero[Calvo(et!al.,(2007),(
todas( las( cepas( analizadas,( independientemente(de( la( atenuación( mostrada,( inducen( en(
modelo( murino ( una( respuesta( inflamatoria( débil( en( los( primeros( días( p.i.( Esta( leve(
respuesta( inflamatoria( inducida(por(B.!ovis(PA(concuerda(con(lo (descrito(previamente(por(
otros(autores((Martín[Martín(et!al.,(2010;(Sá( et!al.,(2012)(y(sugiere(que(B.!ovis(también(actúa(
como(un(patógeno(furtivo(evadiendo(la(respuesta(inmune(durante(el(inicio(de(la(infección.




derivadas(de(B.!ovis(PA(muestren,(en( relación( con( la(cepa(parental,(una(rápida( y/o(menor(
producción( de( citocinas( en( el( bazo,( podría( deberse,( entre (otros( factores,( a( que( en( estas(
cepas(los(PAMPs(son(reconocidos(de(forma(diferente(y/o (más(efectiva(por(las(células(de(la(
inmunidad( innata( del( hospedador( desencadenándose(una( respuesta( inmune(variable(en(
relación(con(la(cepa(virulenta(B.!ovis.
Por(otro(lado,(cabe(destacar(que(los(niveles(máximos(de(IFNγ,(IL1α(y (TNFα(en(los(bazos(




UFC/bazo.( Resultados( similares( se( observaron( en( los( animales( inoculados( con( la( cepa(
parental(virulenta(B.!ovis(PA(detectándose(los(niveles(máximos(de(estas(citocinas(cuando(se(
alcanzó(un( grado(se(colonización( esplénica( superior(a( 6(log(UFC/bazo((Figuras*32i36).(El(
hecho(de(que(tanto(tras(la(infección(con( la(estirpe(virulenta(rugosa(B.!ovis(PA(como(con(las(
cepas( atenuadas(derivadas( de(ella( y(con( la( vacuna( clásica(B.!melitensis( Rev1,( se(detecten(
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niveles( significativos( de( estas( citocinas( cuando( el( grado (de( colonización( es( alto (parece(
indicar(que(existe(una(relación(entre(el(nivel(de(infección(y(la(producción(de(citocinas.(Esto(
concuerda( con( lo( observado( en( la( especie ( lisa( B.! abortus( donde,( en( ratones( BALB/c(
infectados(con(B.!abortus(2308(se(detectaron(niveles(significativos(de(IFNγ(en(suero(durante(
el( final( de(la( fase(aguda( que( se(mantuvieron( durante( la( fase (crónica( momentos( que(se(




En( lo( referente(a( la( IL10( se( ha( observado(producción( endógena( de( esta( citocina( los(
primeros( días( p.i.( tras( la( infección( con( la( cepa( virulenta( B.! abortus( 2308( (Fernandes( &(




de( citocinas( pro[inflamatorias( e( incrementa( la( resistencia( del( hospedador( a( B.! abortus(
(Corsevi(et! al.,(2013).(No(obstante,(en(nuestro (trabajo (experimental(no(se(ha(detectado(esta(
citocina(ni(en(los(bazos(de(los(animales(inoculados(con(la(cepa(parental(virulenta(B.!ovis(PA,(
ni( en( los( bazos( de(los(animales( inoculados( con( las(cepas(mutantes(derivadas(de(ésta( en(
todo(el( periodo(de(tiempo(analizado.(Únicamente(se(detectó (una(descarga(de(IL10(en( los(
bazos(de(los(animales(inoculados(con(la(vacuna(B.!melitensis(Rev1(el(día( 21(p.i.((Figura*32),(





de( citocinas( [( caracterizado ( por( el( incremento ( del( nivel( de( citocina( durante( un( corto(
periodo(de(tiempo([(se(ha(observado(también( en(otras(bacterias(y(también( se(ha(sugerido(
que( el( hospedador( utiliza( este( fenómeno(para( prevenir( las( lesiones( causadas( por( una(
profusa(respuesta(inmune((Wang(et!al.,(2013).(
Para( evaluar( la( eficacia( de(una( vacuna( se( requiere(la( determinación( de( la( protección(
conferida( tras( una( infección( experimental( (Bosseray(et! al.,( 1984;( Bosseray,(1992).(En( este(
trabajo,(la(eficacia(protectora(de(las(cepas(mutantes(seleccionadas(se(evaluó(comparando(la(
capacidad( de( los(ratones(que(recibieron( las(vacunas(experimentales((∆omp25d,!∆omp22!y(
∆vjbR(de(B.!ovis(PA),(una(vacuna(de(referencia((B.!melitensis(Rev1)((Bosseray,(1991;(Grilló (et!
al.,( 2006),( o( PBS ( para( restringir( la( infección( en( el( bazo( después( de( una( infección(
((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((Discusión((127
experimental( con( la( cepa( virulenta( B.! ovis( PA.( El( nivel( de( infección( en( el( bazo( de( los(
animales(vacunados(tanto (con( las(cepas(mutantes(∆omp25d,!∆omp22(y (∆vjbR(de(B.!ovis(PA(
como(con(la(vacuna( clásica(B.!melitensis(Rev1,(en( comparación(con(el(nivel(de(infección(en(
el( bazo( de( los( animales( sin( vacunar,( fue( significativamente( menor( (Figura* 37).(
Posteriormente,( el( grado (de( protección( conferido(por( las( cepas(B.! ovis(∆omp25d,(B.! ovis(
∆omp22(y(B.!melitensis(Rev1(fue (comparado(con(la(cantidad( de(citocinas(secretadas(por(los(
esplenocitos(procedentes(de(los(animales(vacunados(tras(un( segundo(estímulo(con(B.!ovis(
PA( (Figura* 38),( con( el( fin( de( determinar( si( era( posible( establecer( correlación( entre( la(
respuesta( ( inmune( de( naturaleza( celular( observada( y ( la( protección( conferida( por( las(
diferentes(cepas(vacunales.
Una( inmunidad( protectora( frente( a( Brucella ( requiere( mecanismos( de( inmunidad(
mediada( por( células( y,( en( particular,( una( respuesta( caracterizada( por( la( producción( de(
IFNγ( (Eze(et! al.,(2000;(He(et! al.,(2001;(Ko(&(Spliver,(2003;(Martirosyan( et! al.,(2011).(En(este(
sentido(los(esplenocitos(procedentes(de(los(animales(vacunados(con(los(mutantes(∆omp25d!




un( segundo(estímulo(generando(una( respuesta( inmune(de(naturaleza( celular.( Por( tanto,(
parece(probable (que(la(gran(cantidad(producida(de(esta(citocina(en(respuesta(a(un(segundo(
estímulo(con(B.!ovis(PA(sea( responsable,(al(menos(en(parte,(de (la( protección( conferida(por(
estas(cepas(atenuadas(frente(a(una( infección(experimental(con(B.!ovis(PA.(Por(otro(lado,(los(
esplenocitos(procedentes(de(los(animales(vacunados( con( B.!melitensis( Rev1( secretaron( el(
doble( de( IFNγ( que( los( esplenocitos( procedentes( de( los( animales( inmunizados( con( los(
mutantes(∆omp25d! y! ∆omp22! de( B.! ovis( PA( (Figura* 38* A).( No( obstante,( las( tres( cepas(
mostraron(una(eficacia(protectora(similar(frente(a(B.!ovis(PA.(Tampoco(en(otros(estudios(en(
los(que(se(evaluó (la( cantidad(de(IFNγ( secretado(por( esplenocitos(procedentes(de (animales(
inmunizados(con(mutantes(atenuados(derivados(de(B.!abortus(2308(se(encontró (una( clara(
correlación( entre( el( grado(de(protección( conferido(por( las( distintas( cepas(mutantes(y( la(
cantidad( de( IFNγ,( aunque( en( todos( los( casos( se( detectó( un( mínimo( de( IFNγ( tras( un(
segundo(estímulo(con( B.! abortus( 2308( (Kahl[McDonagh( &( Ficht,( 2006).( Estos( resultados(
sugieren( que,( posiblemente,( exista( un( mecanismo( regulador( que( controle( al( acción(
protectora(del(IFNγ(en(este(proceso.(








en( los( animales( previamente(vacunados(se(produce(una( mayor( activación( de(las( células(
fagocíticas( y( una( respuesta( pro[inflamatoria( más( potente( que( en( los( animales( sin(
inmunizar.(Por( el( contrario,(no(se(observaron( diferencias(entre(los(animales(vacunados(y(
los(animales(control( en( la( secreción(de(IL12p40((Figura*38*D).(Teniendo(en(cuenta(que(la(
IL12(está( relacionada( con( la( diferenciación( de(los( linfocitos( Th0(a( Th1(y( la( consecuente(
producción( de( IFNγ( (Zhan( &(Cheers,( 1995;( Zhan( et! al.,( 1996),( estos( resultados(parecen(
indicar( que,( en( un(segundo(contacto (con(B.!ovis( PA,(la(mayor(producción( de(IFNγ(no (se(
relaciona(con(una(mayor(producción(de(IL12p40.
La( IL1α( es( una( citocina( pro[inflamatoria( que( actúa( sobre( los( linfocitos( T( CD4+(
mejorando (notablemente(su( expansión( y(diferenciación( tras(una( estimulación( antigénica(
específica((Ben[Sasson(et!al.,(2009).(Los(esplenocitos(procedentes(de(los(animales(vacunados(
con( los( mutantes( ∆omp25d! y! ∆omp22( de( B.! ovis( PA( secretaron( IL1α( en( una( cantidad(
significativamente(mayor(que(la(secretada( por( los(esplenocitos(procedentes(de(los(ratones(
inmunizados(con(la( cepa(vacunal(B.!melitensis( Rev1(y(los(animales(sin(vacunar((Figura*38*
B).(Considerando (que(las(tres(vacunas(presentaron( una(eficacia( protectora( similar,(parece(
que(la(IL1α(no (contribuye(en(gran(medida( a( la(protección( conferida(por(B.!melitensis(Rev1(
frente(a( una( infección(experimental(por(B.!ovis.(Sin( embargo,( la( secreción(de(esta(citocina(
únicamente( por( los( esplenocitos( procedentes( de( animales( inmunizados( con( las( cepas(
mutantes(atenuadas(derivadas(de(la( cepa( homóloga(B.! ovis(PA(podría( relacionarse(con( la(
especificidad(de(antígeno(y(contribuir(a(la(protección(originada(por(estas(cepas.
Finalmente,(al(igual(que(ocurriera( en( las(citocinas(endógenas(del( bazo,(únicamente (los(
esplenocitos(procedentes(de(animales(inoculados(con(B.!melitensis(Rev1(fueron(capaces(de(
secretar(IL10(tras(un(segundo(estímulo(con(células(enteras(de(B.!ovis(PA((Figura*38*E).(Dado(
el(carácter(anti[inflamatorio (de(esta(citocina( (Corsevi(et! al.,(2013),(estos(resultados(sugieren(
que(su(presencia(tras(un(segundo(estímulo(con(B.!ovis(PA(no(impide(la(actividad(protectora(
de(B.!melitensis( Rev1.(En( contraste,(su( baja( producción( en( los(grupos(vacunados( con( las(
cepas( atenuadas( derivadas( de( B.! ovis( podría( contribuir( a( la( protección( conferida(
constituyendo(una(ventaja(para(estas(vacunas.
En(las(últimas(décadas(se(han(ensayado,(frente(a(infecciones(experimentales(con(B.!ovis,(
extractos( celulares( como( el( HS( de( B.! ovis( (Jiménez( de( Bagués( et! al.,( 1993),( vacunas(
subcelulares(como(R[LPS,(PME,((Estein( et! al.,(2003)(e(incluso(vacunas(de(ADN(utilizando(
vectores( que(codifican( la( PME(Omp31(o (una( quimera( BLSOmp31((Cassataro (et! al.,(2005;(
((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((Discusión((129
Cassataro (et! al.,(2007)(y (antígenos(encapsulados( (Murillo (et! al.,( 2002;(Estevan( et! al.,( 2008).(
Aunque( en( algunos( casos( se( han( obtenido( resultados( de( protección( similares( a( los(
obtenidos(con( la(vacuna( clásica(B.!melitensis(Rev1,(estas(vacunas(subcelulares(requieren( la(
administración(de(varias(dosis(y (el( empleo(de(adyuvantes.(En( contraste,( las(cepas(B.!ovis(
∆omp25d!y(B.!ovis(∆omp22(evaluadas(en(este(trabajo,(en(una(única(dosis,(y(sin( la(necesidad(
de( ser( administradas( de( forma( conjunta( con( adyuvantes,( desencadenan( una( respuesta(
inmune(mixta( tanto(de(naturaleza( humoral(como(celular( (Figura*30(y(Figura*38)(capaz(de(
reducir( la( colonización(esplénica( de(la(cepa(virulenta(B.!ovis(PA(en(niveles(equivalentes(a(
los(conseguidos(tras(la( inmunización( con( la(vacuna( clásica( B.!melitensis(Rev1((Figura*37),(
considerada(como(la(vacuna(más(eficaz(frente(a(B.!ovis.(Además,(estas(cepas(muestran(unas(
características( [( virulencia( reducida( aún( a( dosis( muy( altas( e( inducción( de( una( leve(




ovis( ∆omp25d! y(B.! ovis( ∆omp22 ( analizadas( en( este( trabajo( constituyen( una( alternativa(
prometedora( como(vacunas(homólogas( específicas( contra( la( epididimitis( contagiosa( del(
carneros(ocasionada(por(B.!ovis.(Por(ello,(estas(cepas(merecen( ser(evaluadas(como(vacunas(
en( su( hospedador( natural.( Además,( también( podría( sería( interesante( analizar( otras(
formulaciones( que( pudieran( incrementar( su( actividad( protectora,( como ( la(





En( vista ( de( los( resultados( obtenidos( en( el( presente( trabajo( de ( investigación( podemos(
establecer(las(siguientes(conclusiones:
1.(Atendiendo( a(la( imposibilidad( de (obtener( los(mutantes (correspondientes,( los(genes (bvrR,(
bvrS ( y( omp16( son( esenciales( para ( el( crecimiento( in! vitro ( de( B.! ovis( PA( en( las ( condiciones(
empleadas.
2.( Los( genes( omp10( y( omp19( no( son( esenciales(para (la( virulencia( de(B.! ovis( PA( en(modelo(
murino,(aunque (están( relacionados (con(la(estabilidad( de(su(ME(y( con( la (supervivencia (de (la(
bacteria(en(el(interior(de(macrófagos(J774.A1(durante(las(primeras(24(horas(post[infección.
3.(La(doble (mutación(en(los(genes(relacionados (con(la (ME(omp31(y( bacA, (que (individualmente(
no(están(implicados(en(la(virulencia(de(B.!ovis(PA,(confiere (a(B.!ovis!PA(un(fenotipo(muy( similar(
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Apéndices

AGID Inmunodifusión(en(gel(de(agarosa((Agar!Gel!Immunodiffusion)
A[HSL N[Acil[Homoserina(Lactona
Amp Ampicilina
BAB Base(de(Agar(Sangre(Nº2((Blood!Agar!Base(Nº2)
BCCN Colección(de(Cultivos(de(Brucella(de(Nouzilly((Brucella(Culture!Collection!of!Nouzilly)
BCV Vacuola(portadora(de(Brucella((BrucellaGContaining!Vacuole)
CβGs Glucanos(cíclicos((Ciclic!βGGlucans)
CDs Células(dendríticas
CITA Centro(de(Investigación(Tecnológica(Agroalimentaria
D.E. Desviación(Estándar
DIG Digoxigenina
DMEM Medio(Eagle(modificado(por(Dulbecco((Dulbecco’s!Modified!Eagle!Medium)
DMSO Dimetil(sulfóxido
D.O. Densidad(Óptica
EEC Compartimentos(de(los(endosomas(tempranos((Early!Endosomal!Compartments)
ERES Dominios(de(salida(del(retículo(endoplasmático((Endoplasmic!Reticulum!Exit!Sites)
Estrep Estreptomicina
FBS Suero(Bovino(Fetal((Fetal!Bovine!Serum)
FC Fijación(de(complemento
HS Suero(de(Caballo((Horse!Serum)
HBSS Solución(salina(de(Hanks((Hanks!Balanced!Salt!Solution)
HSE Extracto(salino(caliente((Hot!Saline!Extract)
I[ELISA Enzimoinmunoanálisis(Indirecto((EnzymeGLinked!ImmunoSorbent!Assay)
IgG Inmunoglobulina(G
IL Interleucina
IFNγ Interferón(gamma
IP Intraperitoneal
IPTG Isopropil[β[D[1[tiogalactopiranósido
IV Intravenosa(
Kan Kanamicina
KO Knockout(
LB Medio(Luria(Bertani(
LPS Lipopolisacárido(
OIE Organización(Mundial(de(Salud(Animal
log Logaritmo
ME Membrana(externa
MHC Complejo(mayor(de(histocompatibilidad((Major!Histocompatibility!Complex)
MOI Multiplicidad(de(infección((Multiplicity!Of!Infection)
((((((((((((((((((((((((((((((((((((((***************************************************************************************************Abreviaturas,(Acrónimos(y(Siglas
PAMP Patrón(molecular(asociado(a(patógeno((PathogenGAssociated!Molecular!Pa<ern)
PAL Lipoproteína(asociada(al(peptidoglicano((PeptidoglycanGAssociated!Lipoprotein)
pb Pares(de(bases
PCR Reacción(en(cadena(de(la(polimerasa((Polymerase!Chain!Reaction)
p.i. Post[inoculación
PG Peptidoglicano
PL Fosfolípidos((Phospholipids)
PME Proteínas(de(membrana(externa
p/v Peso/volumen
QS Diálogo(molecular((Quorum!Sensing)
RE Retículo(endoplasmático
R[LPS Lipopolisacárido(en(fase(rugosa((Rough[LPS)
Sac Sacarosa
SDS[I Fracción(insoluble(en(dodecil(sulfato(de(sodio((Sodium!dodecyl!sulfateGinsoluble)
S[LPS Lipopolisacárido(en(fase(lisa((Smooth[LPS)
Strep Estreptomicina
T4SS Sistema(de(secreción(tipo(IV((Type!IV!Secretion!System)
Th Linfocitos(T(colaboradores((T(helper)
TIR Receptor(citoplasmático(Toll/IL1((Toll/IL1(Receptor)
TLR Receptor(tipo(Toll((TollGLike!Receptor)
TNFα (Factor(de(Necrosis(Tumoral(alpha((Tumor!Necrosis!Factor!alpha)
TSA Agar(Tripticaseína(de(Soja((Trypticasein!Soy!Agar)
TSB Caldo(Tripticaseína(de(Soja((Tripticasein!Soy!Broth)
UFC Unidades(Formadoras(de(Colonia
VLCFA Ácidos(grasos(de(cadena(muy(larga((Very!Long!Chain!Fa<y!Acid)
v/v Volumen/volumen
WT Wild!Type
WHO Organización(Mundial(de(Salud((World!Health!Organization)
X[Gal 5[bromo[4[cloro[3[indolil[β[D[galactopiranósido
YE Extracto(de(Levadura((Yeast!Extract)
Abreviaturas,(Acrónimos(y(Siglas

